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EINLEITUNG 1 
1 EINLEITUNG 
1.1 Die Rolle dendritischer Zellen im Immunsystem 
1.1.1 Kurze Einführung in das Immunsystem 
Der menschliche Körper muss sich fortwährend gegen das Eindringen pathogener 
Mikroorganismen schützen. Viren und Bakterien, aber auch Pilze, Protozoen und 
Helminthen finden im Körper geeignete Lebensbedingungen vor und können sich 
rasch vermehren. Zur Erkennung und Eliminierung solcher Gefahr hat sich das 
Immunsystem entwickelt, das auch an der Aufrechterhaltung der Homöostase durch 
die Beseitigung abgestorbener Zellen und an der Abwehr von Tumoren beteiligt ist. 
Das so genannte angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie gegen 
potenziell schädliche Eindringlinge. Pathogene Keime werden von mechanischen 
Schranken wie der Haut und Schleimhäuten sowie Enzymen und Säuren in Exkreten 
des Körpers daran gehindert, in das Körperinnere zu gelangen. Überwindet ein 
Erreger diese Barrieren, kann er von phagozytierenden Zellen der angeborenen 
Immunabwehr erkannt werden. Granulozyten, Monozyten und Makrophagen 
erkennen konservierte molekulare Strukturen, die mit Pathogenen assoziiert sind 
(pathogen associated molecular patterns, PAMPs). Daneben sind auch lösliche 
Faktoren im Serum wie beispielsweise Komponenten des Komplementsystems und 
Kollektine an der Eliminierung von Mikroorganismen beteiligt. Natürliche Killerzellen 
(NK) beseitigen Virus-infizierte Zellen und Tumorzellen. Zusätzlich regulieren 
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-1, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-
α (s. Abbildung 1.1), IL-6 und IFN-γ die unspezifische Immunantwort. 
Damit wird auch das adaptive Immunsystem aktiviert, welches mit hoher Spezifität 
auf Pathogene reagiert und ein immunologisches Gedächtnis ausbildet. Dies 
ermöglicht bei erneuter Infektion eine schnelle Antwort auf einen Erreger. Die 
Effektoren des adaptiven Immunsystems sind die Antikörper-sezernierenden B-
Zellen sowie T-Zellen, die cytotoxische Eigenschaften besitzen oder als Helfer-Zellen 
eine gezielte Immunantwort steuern. 
Als Vermittler zwischen angeborener und erworbener Immunität dienen Antigen-
präsentierende Zellen (APZ), die körpereigene und fremde Partikel prozessieren und 
über Moleküle des Haupt-Gewebeverträglichkeits-Komplex (engl., major 
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histocompatibility complex, MHC) den T-Lymphozyten präsentieren. Neben 
Makrophagen und aktivierten B-Zellen sind dendritische Zellen die wichtigsten 
professionellen APZ. Sie stehen im Mittelpunkt dieser Arbeit und werden daher in 
den folgenden Kapiteln näher beschrieben. 
[Rieber, 2004; Klein, Horejsi, 1997] 
 
1.1.2 Dendritische Zellen  
1.1.2.1 Vorkommen und Physiologie 
Obwohl dendritische Zellen (engl., dendritic cells, DC) als wichtigstes Bindeglied 
zwischen angeborener und erworbener Immunität gelten, wurde ihre funktionelle 
Bedeutung erst in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts erkannt. Erstmals 
beschrieben wurden DC bereits 1868 von Paul Langerhans. Der deutsche Histologe 
bezeichnete die später nach ihm benannten Langerhans-Zellen in der Haut aufgrund 
ihrer verästelten Ausläufer als dendritische Zellen (griech., dendros, der Ast), in der 
Annahme, diese Zellen seien dem Nervensystem zuzurechnen. Erst Steinman und 
Cohen gelang 1973 der Nachweis, dass diese Zellen außerordentlich effektiv eine 
primäre T-Zellantwort auslösen können [Steinman & Cohn, 1973]. 
Es handelt sich bei DC um heterogene Zellen, die sich in der Haut, im Blut und 
anderen Organen nachweisen lassen. Aufgrund ihrer geringen Anzahl ist eine 
Charakterisierung schwierig, dennoch konnte man verschiedene DC-Populationen 
definieren. Die meisten Populationen sind myeloischen Ursprungs, wie etwa 
CD1c+CD11c+CD123lo DC (CD1+ DC1) im Blut, als deren Vorläufer Monozyten 
gelten, interstitielle DC, Langerhanszellen und M-DC8+ DC. Daneben gibt es auch 
plasmazytoide DC (CD11c-CD123hi DC), die vermutlich der lymphoiden 
Entwicklungslinie entstammen und der Abwehr von viralen Infektionen dienen. DC 
wurde zunächst eine Wächterfunktion zugeschrieben, da sie in allen Organen zu 
finden sind und dort ein dichtes Netzwerk bilden. In den letzten Jahren wurde aber 
zunehmend klar, dass inflammatorische DC mittels Chemokinen wie MIP-3α, oder 
CCL5 schnell aus dem Blut in geschädigte Gewebe rekrutiert werden können.  
Membranständige Chemokine und Adhäsionsrezeptoren auf den Endothelzellen der 
Blutgefäße, die das geschädigte Gewebe versorgen, erlauben die Interaktion 
zwischen DC und Endothel. Die Aktivierung von Integrinen auf der Zelloberfläche der 
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DC ermöglicht die Adhäsion an die Gefäßwand und die nachfolgende 
Endotheltransmigration der DC in das umliegende Gewebe. 
Die Aufnahme von Zellfragmenten oder infektiösen Partikeln, sowie 
Entzündungsmediatoren wie TNF-α, IL-1 oder Prostaglandin (PGE)2 aktivieren DC. 
Auch die Erkennung von PAMPs, zum Beispiel durch Toll-like-Rezeptoren (TLR) 
stimuliert diese Zellen. Es konnten 10 TLR identifiziert werden, die unterschiedlichste 
Strukturen erkennen, etwa Lipopolysaccharide (LPS) aus der Membran gram-
negativer (TLR4) und gram-positiver Bakterien (TLR2), virale doppelsträngige RNA 
(TLR3), Flagellin (TLR5) sowie unmethylierte CpG-Motive bakterieller DNA (TLR9) 
[Iwasaki & Medzhitov, 2004;Bagley et al, 2004]. Diese Rezeptoren sind entscheidend 
an der Erkennung von „selbst“ und „nicht selbst“ sowie an der Initiierung von 
spezifischen Immunantworten beteiligt. Über hoch konservierte 
Signaltransduktionswege können TLR die Translokation des Transkriptionsfaktors 
NF-κB in den Zellkern induzieren. Dies führt zur Aktivierung verschiedener Gene, 
darunter inflammatorische Zytokine, Chemokine, MHC- und kostimulatorische 
Moleküle. Die Signaltransduktionswege von TLR und TNF-α sowie IL-1 überlappen 
teilweise [Medzhitov, 2001]. Darüber hinaus aktiviert die Bindung von LPS an TLR4 
den p38-SAPK-Signaltransduktionsweg, was zur Phosphorylierung der 
Transkriptionsfaktoren ATF-1 und CREB führt [Ardeshna et al, 2000;Yoshimura et al, 
2001], welche ebenfalls zur Aktivierung von DC beitragen. 
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Abbildung 1.1 Pleiotrope Wirkung von TNF-α (modifiziert nach Rieber, Skriptum „Grundlagen 
der Immunologie für Mediziner“). TNF-α wird von Makrophagen, aktivierten T-Lymphozyten 
und NK-Zellen sowie Monozyten und DC gebildet. Die autokrine und parakrine Aktivierung 
unterschiedlichster Zelltypen dient der Induktion und Propagation von 
Entzündungsreaktionen. 
 
Aktivierte DC emigrieren über Lymphbahnen wieder aus dem Gewebe. Sie 
entwickeln dabei schleierartige Zellfortsätze, weshalb sie in diesem Stadium häufig 
als „veiled cells“/Schleierzellen bezeichnet wurden. Stromale Zellen in den T-Zell-
Arealen sekundärer Lymphknoten bilden CCL19 und CCL21, und rekrutieren damit 
aktivierte Chemokinrezeptor (CCR)7+ DC und naive T-Zellen. 
DC präsentieren im geschädigten Gewebe aufgenommene Antigene als prozessierte 
Peptide mit Hilfe von MHC-Molekülen. T-Zell-Rezeptoren interagieren sowohl mit 
dem präsentierten Antigen-Peptid als auch mit Teilen des MHC-Moleküls selbst. 
Erkennt ein T-Zell-Rezeptor „sein“ Antigen, wird die Interaktion mit der DC intensiviert 
und verlängert, was zur Aktivierung, Proliferation und Polarisation der T-Zelle führt, 
was im folgenden Kapitel näher beschrieben wird (1.1.2.2). 
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Die von DC sekretierten Mediatoren IL-12, IL-6 und Interferone können auch die 
Proliferation und Differenzierung von B-Zellen unterstützen [Banchereau et al, 2000]. 
Durch die Interaktion mit DC und durch die von ihnen produzierten Zytokine IL-12, IL-
15, IL-2 werden NK-Zellen aktiviert und ihr zytolytisches Potential erhöht [Moretta, 
2002]. Darüber hinaus können DC durch die Präsentation Tumor-assoziierter 
Antigene (TAA) eine möglicherweise therapeutisch nutzbare Tumor-spezifische T-
Zell-Antwort auslösen [Ardavin et al, 2004]. 
 
1.1.2.2 Programmierung von T-Helfer-Zellen durch dendritische Zellen 
Eine zentrale Funktion von DC ist die Aktivierung und Programmierung von CD4+ T-
Helfer(TH)-Zellen (s. Abbildung 1.2). Die von DC aufgenommenen Antigene werden 
prozessiert und die entstandenen Peptide über MHCII-Moleküle auf ihrer Oberfläche 
präsentiert. In den T-Zell-Arealen regionaler Lymphknoten interagieren DC mit 
zahlreichen naiven TH-Zellen, wobei das CD4-Molekül, welches an eine monomorphe 
Struktur in der β2-Domäne von MHCII-Molekülen bindet, als Korezeptor dient. Da die 
Affinität von T-Zell-Rezeptoren für MHCII-Peptid-Komplexe relativ gering ist, wird der 
Kontakt zwischen DC und T-Zellen durch die Adhäsionsmoleküle CD54 und CD58 
aufrecht erhalten, die an die Integrine Leukozytenfunktion-assoziiertes Antigen 
(LFA)-1, respektive LFA-2 auf der T-Zell-Oberfläche binden. Erkennt ein T-Zell-
Rezeptor das präsentierte Antigen, wird die Bindung an die DC verstärkt, es bildet 
sich eine immunologische Synapse. Für die Bildung der immunologischen Synapse 
gruppieren sich kostimulatorische Moleküle wie CD80 und CD86 der DC um die 
MHC-Moleküle, während CD54 und CD58 nach außen gedrängt werden. CD80 und 
CD86 binden an das CD28-Molekül auf T-Zellen. Die gleichzeitige spezifische 
Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit dem MHC-präsentierten Peptid (Signal 1) und 
von kostimulatorischen Molekülen mit CD28 (Signal 2) führt zur Aktivierung der T-
Zelle und induziert deren Proliferation. CD80, CD86, CD54, aber auch MHC-
Moleküle sind auf aktivierten DC in deutlich höherer Dichte exprimiert als auf 
immaturen DC. Daher lösen solche maturen DC eine deutlich stärkere T-Zell-
Proliferation aus als immature DC [Lanzavecchia & Sallusto, 2001a;Lanzavecchia & 
Sallusto, 2001b]. 
Einhergehend mit ihrer Aktivierung erfährt die TH-Zelle auch eine Polarisation. Man 
unterscheidet drei verschiedene Populationen von Effektor-T-Zellen, TH1-, TH2 und 
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regulatorische T-Zellen (TH3/Treg). Die Programmierung naiver T-Zellen wird durch 
die Affinität des T-Zell-Rezeptors zum Antigen, die Dichte der Peptid-beladenen 
MHC-Moleküle sowie die Expressionsstärke und Qualität von kostimulatorischen 
Molekülen auf der Oberfläche von DC beeinflusst. Entscheidend tragen jedoch 
Zytokine zur Polarisation bei, die von den Antigen-präsentierenden DC sekretiert 
werden (Signal 3). Dadurch erhalten T-Zellen von DC Informationen über das Milieu, 
in dem das Antigen aufgenommen wurde [Reis e Sousa, 2001]. Beispielsweise 
induzieren Pathogenbestandteile wie LPS und doppelsträngige RNA (= Poly I:C) die 
Synthese von IL-12, während Cholera-Toxin (CT) dies unterdrückt und stattdessen 
die Freisetzung des regulatorischen Zytokins IL-10 begünstigt [Kapsenberg, 2003]. 
Durch die Interaktion von DC mit T-Zellen, wird die Expression von CD40 auf T-
Zellen induziert. Dieses Molekül bindet an den CD40-Liganden auf DC und sorgt 
durch eine positive Rückkopplung für die zeitlich abgestimmte Sekretion der Zytokine 
durch die DC [Kapsenberg, 2003].  
 
Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Polarisation naiver T-Zellen durch aktivierte 
dendritische Zellen (DC). Zunächst unreife DC wandern angelockt durch chemotaktische 
Signale wie beispielsweise C5a aus den Blutgefäßen in das umliegende Gewebe aus. Dort 
können sie durch unterschiedliche Signale aktiviert werden. Dazu zählen verschiedene 
Pathogen-abgeleitete Faktoren wie beispielsweise bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) oder 
Peptidoglykan (PGN), die Toll-like-Rezeptoren aktivieren. Des Weiteren können auch 
sezernierte Mediatoren wie PGE2, IL-10 und IFN-γ sowie die Interaktion mit anderen Zellen die 
Aktivierung von DC beeinflussen. Durch die Produktion von IL-12, IL-10 und anderen Faktoren 
bestimmen DC maßgeblich die Polarisation von T-Zellen. 
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Aktuelle Veröffentlichungen zeigen, dass dabei nur solche Botenstoffe auf die T-
Zellen wirken, welche von der DC produziert wurden, die mit der jeweiligen T-Zelle 
interagiert [Sporri & Reis e Sousa, 2005]. Damit wird gewährleistet, dass die 
Information über die mögliche Gefährdung direkt mit dem präsentierten Antigen 
gekoppelt ist und nur T-Zellen mit passendem T-Zell-Rezeptor zur Verfügung steht. 
Besonders gut dokumentiert ist die Rolle von IL-12(p70) bei der Programmierung von 
naiven TH-Zellen. IL-12(p70) ist ein Heterodimer, welches aus einer p35- und einer 
p40-Untereinheit besteht. Es wird hauptsächlich von Makrophagen und DC 
produziert [Trinchieri, 2003] und dient vorwiegend der Aktivierung IFN-γ-
produzierender Zellen. So exprimieren beispielsweise NK-Zellen, aber auch aktivierte 
T-Zellen den IL-12-Rezeptor. Von DC in lokalen Lymphknoten sezerniert, induziert 
IL-12 die Programmierung von TH1-Zellen. Diese sind die Effektoren der zellulären 
Immunantwort. Durch die Sekretion von IFN-γ aktivieren TH1-Zellen NK-Zellen, 
cytotoxische T-Zellen und Makrophagen und induzieren in B-Zellen die 
Isotypumschaltung zur Produktion von IgG2a-Antikörpern. Darüber hinaus 
sezernieren TH1-Effektorzellen auch das Zytokin TNF-α, welches als pleiotroper 
Entzündungsmediator wirkt. Die Hauptaufgabe der zellulären Immunantwort ist die 
Eliminierung intrazellulär wachsender Mikroben. 
Neben der Aktivierung der TH1-vermittelten Immunantwort unterdrückt IL-12 die 
Differenzierung von TH2-Effektorzellen. Man ging zunächst davon aus, dass bereits 
ein Fehlen von IL-12 eine TH2-Polarisierung auslösen würde, mittlerweile gibt es 
jedoch Hinweise, dass die TH2-Differenzierung aktiv induziert wird. Hierbei könnte 
der Notch-Ligand Jagged eine Rolle spielen [Amsen et al, 2004]. Auch andere 
Faktoren wie IL-4 und das monozytische chemotaktische Protein (MCP)-1 werden 
diskutiert. 
Als Effektoren der humoralen Immunantwort produzieren TH2-polarisierte Zellen die 
Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13. Diese Botenstoffe aktivieren B-
Lymphozyten und propagieren eine Isotypumschaltung zu IgE und fördern die 
Differenzierung von eosinophilen Granulozyten. Die humorale Immunantwort ist auf 
die Bekämpfung extrazellulärer Parasiten wie beispielsweise Helminthen 
spezialisiert. 
In den letzten Jahren wurde zunehmend auch die Bedeutung einer dritten Population 
von T-Helferzellen erkannt, die regulatorische Funktionen übernimmt. Besonders 
wichtig sind solche T-Zellen zur Aufrechterhaltung der Toleranz gegenüber 
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körpereigenen Strukturen und ungefährlichen Fremdstoffen. Für die Instruktion 
solcher T-Zellen durch DC ist das regulatorische Zytokin IL-10 wichtig. Tolerogene T-
Zellen zeichnen sich vornehmlich durch die Sekretion von IL-10 (Treg) oder TGF-β 
(TH3) aus. Beide Zytokine üben eine anti-inflammatorische Wirkung aus. IL-10 
supprimiert beispielsweise die Produktion von IL-12 und auch die Sekretion von IFN-
γ. Somit können Entzündungsreaktionen eingedämmt werden [Moser, 2003]. 
 
1.1.2.3 Die Rolle von DC in pathologischen Prozessen 
Mit der zentralen Stellung von DC als Vermittler zwischen angeborener und adaptiver 
Immunität geht die Notwendigkeit einher, diese Zellen äußerst strikt zu regulieren. 
Geschieht dies nicht, kann die Homöostase des Immunsystems erheblich gestört 
sein. 
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ I, Multiple Sclerose (MS), 
rheumatoide Arthritis (RA) und Morbus Crohn sind durch die dominante Ausbildung 
einer TH1-Immunantwort gekennzeichnet, wobei sich die Entzündungsreaktion gegen 
körpereigene Strukturen richtet. Dies ist häufig mit lokal stark erhöhten 
Konzentrationen von IL-12 assoziiert, dem TH1-induzierenden Zytokin. Da sie naive 
T-Zellen programmieren, sind DC als Zielstruktur für die Behandlung solcher 
Krankheiten von Interesse. Nachdem es sich als problematisch erwiesen hat, durch 
die Induktion einer TH2-Immunreaktion die TH1-vermittelte Pathologie zu reduzieren, 
gehen derzeit die Bemühungen in eine andere Richtung. Durch die Generierung 
tolerogener DC möchte man regulatorische T-Zellen programmieren, die die Aktivität 
von TH1-Effektorzellen inhibieren [Hackstein & Thomson, 2004]. 
Beispiele für die pathogenetische Bedeutung von TH2-Zellen sind das allergische 
Asthma, die allergische Rhinitis und die atopische Dermatitis. Diese Erkrankungen 
beruhen auf einer Überreaktion des Immunsystems gegenüber harmlosen Proteinen 
der Umwelt. Die von TH2-Zellen sekretierten Zytokine IL-4 und IL-13 stimulieren B-
Zellen und bewirken eine Isotypumschaltung zur Produktion von IgE-Antikörpern, 
welche, von Mastzellen gebunden und durch ein Allergen vernetzt, unter anderem 
die Freisetzung des Entzündungsmediators Histamin bewirken. Dies führt zur 
Manifestation allergischer Reaktionen. In den geschädigten Organen wurden jeweils 
erhöhte Zahlen von DC detektiert. In Studien von Steroid-behandelten Patienten mit 
Asthma oder allergischer Rhinitis wurde eine Korrelation zwischen der Reduktion der 
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Anzahl von Atemwegs-DC und der klinischen Effektivität der Behandlung festgestellt. 
Dies zeigt, wie wichtig eine kontrollierte DC-Funktion ist [Lambrecht & Hammad, 
2003]. 
Einige Viren nutzen die einzigartige Stellung von DC im Immunsystem aus, um einer 
effizienten Bekämpfung zu entgehen. Zum Beispiel induziert das Masern-Virus die 
Aktivierung von DC, unterdrückt aber im Lymphknoten die Proliferation Antigen-
spezifischer T-Zellen und verleiht infizierten DC zytotoxisches Potential [Vidalain et 
al, 2001]. Die Expression des Lektins DC-SIGN nutzt das humane Immundefizienz-
Virus (HIV) zur Infektion von DC. Das Virus vermehrt sich in DC und scheint die 
Aktivierung der Zellen zu verhindern, sowie eine defiziente IL-12-Produktion 
auszulösen, woraus eine defekte T-Zell-Stimulation resultiert. Möglicherweise löst 
das Virus auch die Apoptose der Zellen aus, denn die Anzahl von DC ist im Blut von 
HIV-infizierten Patienten deutlich verringert [Servet et al, 2002]. 
 
1.1.2 Modelle zur Untersuchung dendritischer Zellen 
Um DC als Zielzellen für die Behandlung der unterschiedlichsten Erkrankungen 
nutzen zu können, ist es naturgemäß wichtig, diese Zellen genau zu kennen. 
Aufgrund der geringen Anzahl von DC im Blut werden zur Untersuchung humaner 
DC häufig in vitro generierte Populationen verwendet. Meist dienen CD14+ 
Monozyten als Ausgangszellen. Diese Population macht etwa 10 % aller 
mononukleären Zellen im Blut aus, was eine einfache Isolation einer ausreichenden 
Anzahl ermöglicht. Durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 können innerhalb von 5-7 
Tagen Zellen generiert werden, die Merkmale unreifer DC aufweisen. Durch 
verschiedene Faktoren kann eine phänotypische Maturation dieser DC induziert 
werden. Häufig wird hierzu eine Kombination der Zytokine TNF-α, IL-1β und IL-6 
verwendet. Zusätzlich können zahlreiche Pathogen-assoziierte Strukturen wie LPS 
oder Peptidoglykan die phänotypische Ausreifung von Monozyten-abgeleiteten DC 
(Mo-DC) induzieren [Sallusto & Lanzavecchia, 1994]. Auch im Blut zirkulierende 
CD34+ Stammzellen können durch Zugabe von GM-CSF und TNF-α in DC 
differenziert werden [Caux et al, 1996]. 
Aus plasmazytoiden CD45RAhiCD11c-IL-3Rhi Vorläuferzellen aus dem Blut kann man 
durch Zugabe von IL-3 CD11c- DC2-Zellen generieren [Shortman & Liu, 2002]. 
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Die Untersuchung solcher in vitro erzeugten DC-Populationen hat viel zur Aufklärung 
der Physiologie von DC beigetragen. Dennoch können solche artifiziell generierten 
Populationen nur Modellcharakter haben. Es ist nicht klar, inwieweit die in vivo-
Differenzierung von DC den in vitro gewählten Bedingungen entspricht. So wurde z. 
B. gezeigt, dass IL-4, die Produktion des TH1-induzierenden Zytokins IL-12 
hervorrufen kann. Daher ist nicht ausgeschlossen, dass die für die Generierung von 
Mo-DC gewählten Bedingungen bereits zu einer Prägung der Zellen führen. In vivo 
wurden Mo-DC zudem noch nicht nachgewiesen. 
Unserer Arbeitsgruppe gelang es, den monoklonalen Antikörper M-DC8 zu 
generieren, der spezifisch ca. 1 - 2 % aller mononukleären Zellen im peripheren Blut 
erkennt [Schakel et al, 2002]. Die Eigenschaften dieser nativen DC wurden in der 
vorliegenden Arbeit untersucht. 
 
1.1.3 M-DC8+ Zellen - proinflammatorische dendritische Zellen im Blut 
M-DC8+ DC wurden erstmals 1998 beschrieben [Schakel et al, 1998]. Der 
monoklonale Antikörper M-DC8 interagiert mit 6-Sulfo LacNAc, einer Carbohydrat-
Modifikation des P-Selektin-Glykoprotein-Liganden (PSGL)-1 [Schakel et al, 2002]. 
PSGL-1 wird von allen Leukozyten im Blut exprimiert und ist in die ersten Schritte der 
Leukozytendiapedese involviert [Cummings, 1999]. Das mit 6-SulfoLacNAc 
dekorierte PSGL-1 M-DC8+ DC bindet weder an P- noch an E-Selektin. Es ist bisher 
nicht geklärt, ob diese Struktur mit einem noch nicht identifizierten Rezeptor auf 
endothelialen Zellen interagieren kann oder einer anderen Funktion dient [Schakel et 
al, 2002]. 
Im Lichtscatter liegen M-DC8+ DC in Größe und Granularität zwischen Lymphozyten 
und Monozyten. Eine umfangreiche Phänotypisierung dieser DC zeigte, dass M-
DC8+ Zellen einen distinkten Phänotyp aufweisen. Wie CD1c+ DC1 sind M-DC8+ DC 
vermutlich myeloischen Ursprungs, worauf die Expression der Marker CD33, CD13 
sowie CD11b hinweist. Auch die Expressionsdichte von CD11c sowie CD123 ist bei 
CD1c+ DC1und M-DC8+ DC ähnlich. Abweichend zu CD1c+ DC1 und CD11c-CD123hi 
DC2 lassen sich auf M-DC8+ DC der niedrig affine Fcγ-Rezeptor III (CD16) in hoher 
Dichte sowie die Komplementrezeptoren C5aR und C3aR nachweisen [Schakel et al, 
1998;Schakel et al, 2002]. 
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Abbildung 1.3 M-DC8+ dendritische Zellen.  
A) frisch isolierte M-DC8+ DC zeigen einen immaturen Phänotyp, die Zellen sind von 
ebenmäßiger, runder Gestalt; B) nach 6-stündiger in vitro-Kultur entwickeln M-DC8+ DC einen 
reifen Phänotyp. Charakteristisch sind Dendriten-artige Zellfortsätze. 
 
Die Rezeptoren der Komplementkomponenten C5a und C3a und auch CD16 können 
die Rekrutierung von Zellen in entzündetes Gewebe vermitteln [Coxon et al, 2001]. 
Übereinstimmend mit der Expression von C5aR durch M-DC8+ DC konnte 
demonstriert werden, dass in severe combined immunodeficiency (SCID)- Mäuse 
injizierte M-DC8+ Zellen in Richtung eines C5a-Gradienten migrieren und an der 
Stelle der höchsten Konzentration akkumulieren [Schakel et al, 2002]. Darüber 
hinaus zeigten Randolph et al. [Randolph et al, 2002], dass M-DC8+ DC und andere 
CD16+HLA-DR+ Zellen in der Lage sind, ohne zusätzliche Stimuli durch eine Schicht 
von Endothelzellen in eine Kollagenmatrix einzuwandern und diese innerhalb von 48 
h wieder zu verlassen. Dieses Modell der reversen Transmigration soll zunächst die 
Immigration von zirkulierenden Zellen aus dem Blut in das Gewebe und die 
anschließende Emigration von DC aus dem Gewebe in das Lumen von 
Lymphgefäßen imitieren [Randolph et al, 2002]. 
Frisch isoliert, kennzeichnet M-DC8+ Zellen eine deutliche Phagozytose-Aktivität, 
was durch die Aufnahme von Latex-Kügelchen mit 1 µM Durchmesser sowie 
Antikörper-opsonisierten Schafserythrozyten gezeigt werden konnte [Schakel et al, 
1998]. 
Wie alle Antigen-präsentierenden Zellen sind auch M-DC8+ DC in der Lage, T-Zellen 
zu aktivieren. M-DC8+ DC induzieren im Vergleich zu CD14+ Monozyten eine deutlich 
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stärkere Proliferation Tetanus-Toxoid (TT)-spezifischer T-Zellen, lösen aber auch 
gegenüber Alloantigenen und dem Neo-Antigen keyhole limpet hemocyanin (KLH, 
Hämocyanin einer marinen Napfschnecke) eine stärkere T-Zell-Antwort aus. 
Verglichen mit CD1c+ DC1 liegt die von M-DC8+ ausgelöste T-Zell-Proliferation 
gegenüber TT und KLH in einer vergleichbaren Größenordnung [Schakel et al, 
1998;Schakel et al, 2002]. 
M-DC8+ DC sind in der Lage, Tumorzellen abzutöten. Antikörper gegen spezifische 
Tumor-Antigene können an die Fcγ-Rezeptoren CD16 und CD32 auf M-DC8+ DC 
binden und damit die Sekretion großer Mengen des proinflammatorischen Zytokins 
TNF-α auslösen (Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität, engl., antibody-
dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Es gibt noch keine Hinweise, dass auch 
andere DC-Populationen eine ADCC auslösen können [Schmitz et al, 2002]. Dies 
könnte daran liegen, dass M-DC8+ DC in der Lage sind, etwa 10 x mehr TNF-α zu 
produzieren als CD1+ DC1 [Schakel et al, 2002]. TNF-α ist ein pleiotropes Zytokin, 
dessen vielfältige Wirkungen auf unterschiedliche Zellen eine inflammatorische 
Reaktion auslösen und verstärken können (s. Kap. 1.1.2.1). 
In einer aktuellen Arbeit beschreibt unsere Gruppe, dass eine phänotypische 
Ausreifung von M-DC8+ DC während einer kurzen Vorkultur die Voraussetzung für 
eine noch gesteigerte TNF-α-Produktion von M-DC8+ DC ist. Auch erwerben diese 
Zellen durch die in vitro-Maturation die Fähigkeit, IL-12(p70) zu sekretieren. Hier 
übertreffen M-DC8+ DC ebenfalls CD1+ DC1 und CD14+ Monozyten bei weitem und 
es zeigte sich, dass M-DC8+ DC die wichtigste Quelle dieser proinflammatorischen 
Zytokine innerhalb von PBMC sind (Schäkel et al., Manuskript in Vorbereitung). 
Die Funktion von IL-12 als TH1-polarisierendes Zytokin wurde bereits beschrieben (s. 
Kap.1.1.2.2). DeBaey et al. [de Baey et al, 2001] zeigten konform mit den Daten 
unserer Arbeitsgruppe, dass phänotypisch ausgereifte M-DC8+ DC in einer Kokultur 
mit naiven TH-Zellen die Programmierung von IFN-γ-sekretierenden-Zellen 
induzieren. Die TH1-Polarisation ist besonders ausgeprägt, wenn als zusätzlicher 
Stimulus LPS während der DC-T-Zell-Kokultur anwesend ist. 
M-DC8+ DC besitzen demnach Charakteristika stark proinflammatorischer Zellen und 
könnten somit wichtig für die Abwehr von Pathogenen sein. In Übereinstimmung 
hiermit konnten die Arbeitsgruppe von de Baey [de Baey et al, 2003] auch zeigen, 
dass M-DC8+ Zellen im Blut von Patienten mit bakterieller Infektion, wo TNF-α eine 
große Rolle spielt, in erhöhter Anzahl nachweisbar sind. Jedoch ist es wichtig, solche 
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stark proinflammatorischen Zellen strikt zu kontrollieren, um die Entwicklung 
chronischer Entzündungen zu vermeiden. So konnte beispielsweise eine dichte 
Infiltration von M-DC8+ Zellen in der subepithelialen Region in Ileum-Biopsien von 
Morbus Crohn-Patienten festgestellt werden. Diese Krankheit ist durch stark erhöhte 
Konzentrationen von TNF-α und IL-12 gekennzeichnet, was möglicherweise auf die 
starke Präsenz M-DC8+ DC zurückzuführen sein könnte. Bei einem Patienten, 
dessen Symptome durch die Behandlung mit Glucokortikoiden verschwanden, 
konnten M-DC8+ DC in der ilealen Mukosa nach der Glucokortikoid-Therapie nicht 
mehr nachgewiesen werden [de Baey et al, 2003]. 
Als die Zellen mit dem größten Potential, die proinflammatorischen Zytokine IL-
12(p70) und TNF-α zu sekretieren, könnten M-DC8+ DC auch in die Pathogenese 
weiterer chronisch entzündlicher Krankheiten involviert sein und stellen somit ein 
wichtiges Ziel für eine anti-inflammatorische Immunmodulation dar. 
Eine viel versprechende Strategie zur Eindämmung von entzündlichen Prozessen 
stellt die Erhöhung der intrazellulären Konzentration des Signalmoleküls zyklisches 
Adenosin-Monophosphat dar [Eigler et al, 1998]. Dessen Regulation wird im 
folgenden Kapitel erläutert. 
 
1.2 Funktion und Regulation von zyklischem Adenosin-
Monophosphat  
1.2.1 Signaltransduktion 
Zyklisches Adenosin-Monophosphat (engl., cyclic adenosine monophosphate, cAMP) 
ist ein ubiquitäres Signalmolekül, welches zahlreiche zelluläre Vorgänge kontrolliert. 
cAMP wird von Adenylatcyclasen (AC) aus Adenosin-Triphosphat (ATP) gebildet. 
cAMP bindet an die regulatorischen Untesreinheiten des heterotetrameren Enzyms 
Proteinkinase (PK) A im Zytoplasma, was dessen katalytische Untereinheiten 
freisetzt. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene PKA-Isoformen durch 
Ankerproteine (engl., A-kinase anchoring proteins, AKAPs) an distinkten 
intrazellulären Orten verankert werden können. Damit wird eine 
Kompartimentalisierung der cAMP-vermittelten Signaltransduktion erreicht; räumlich 
getrennte PKA können differenziell aktiviert werden [Houslay & Adams, 2003]. Zur 
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vereinfachten Kontrolle der cAMP-Konzentration sind AC, PKA und die cAMP-
hydrolysierenden Phosphodiesterasen (PDE) häufig in Mikrodomänen kolokalisiert. 
Dies führt dazu, dass lokale cAMP-Konzentrationen nicht zwangsläufig auf 
Gesamtzellebene abbildbar sind (s. Abbildung 1.4) [Cooper, 2003b]. 
 
 
Abbildung 1.4 Die Organisation einer Mikrodomäne. Die Kolokalisation von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und AC mit PKA und PDE4 wird durch A-kinase anchoring Proteine 
(AKAP) gewährleistet. Eine interne physikalische Barriere verhindert vermutlich die Diffusion 
von cAMP, was in unterschiedlichen Verläufen der cAMP-Konzentration in der Mikrodomäne (1) 
und im Zytosol (2) resultiert. y-Achse: [cAMP], x-Achse: Zeit. CNG: cyclic nucleotide gated 
channel, Gs: stimulatorisches G-Protein (aus: [Cooper, 2003b]).  
 
Freie katalytische PKA-Untereinheiten können durch Phosphorylierung von Serin- 
oder Threonin-Resten unterschiedlichste Proteine aktivieren oder inhibieren. Ebenso 
können die katalytischen Untereinheiten in den Nukleus diffundieren und dort die 
Phosphorylierung von cAMP-responsive element (CRE)-bindenden Proteinen 
(CREB-Proteine: CREB, CRE modulator/CREM, ATF-1) katalysieren (s. Abbildung 
1.5) [Mayr & Montminy, 2001]. 
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Abbildung 1.5 Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB durch cAMP (aus [Beavo & 
Brunton, 2002]). Nach der Bindung eines Liganden (L) an seinen Rezeptor (R) wird die α-
Untereineinheit des Rezeptor-gekoppelten G-Proteins abgespalten, welche Adenylatcyclasen 
(AC) aktivieren kann. Daraufhin wird cAMP synthetisiert, welches an die regulatorischen 
Untereinheiten (R) der Proteinkinase (PK) A bindet, woraufhin diese die katalytischen 
Untereinheiten (C) in das Cytosol entlassen. Die katalytischen Untereinheiten diffundieren in 
den Nukleus, wo sie das cAMP-responsive-element binding protein (CREB) phosphorylieren. 
Die Phosphorylierung von CREB führt zur Rekrutierung des Koaktivators CREB-binding 
protein (CBP), welcher mit RNA-Polymerase II (POL II) interagiert und so die Transkription 
aktiviert. Die Genaktivierung wird durch die Dephosphorylierung von CREB durch 
Phosphatase (PP)-1 beendet.  
 
Die Phosphorylierung von CREB am Serinrest Ser133 korreliert mit der Stärke des 
Stimulus. CREB bindet als Dimer an CRE, eine konservierte Nukleotidsequenz im 
Promotorbereich unterschiedlichster Gene, beipielsweise IL-10, TNF-a, CREB und 
Insulin. Die Inaktivierung von CREB erfolgt durch Dephosphorylierung von Ser133 
durch die Phosphatasen PP-1 und PP-2A [Mayr & Montminy, 2001]. 
Die cAMP-vermittelte Signaltransduktion spielt eine wichtige Rolle bei vielen 
zellulären Prozessen. Die Konzentration des second messengers im Zellinneren wird 
von Adenylatcyclasen und Phosphodiesterasen kontrolliert. Diese Enzymfamilien 
werden in den folgenden Kapiteln näher beschrieben. 
 
1.2.2 Adenylatcyclasen 
1.2.2.1 Struktur und Funktion von Adenylatcyclasen 
Adenylatcyclasen (AC) synthetisieren cAMP. Bislang wurden 9 membrangebundene 
Isoformen (AC-Typ I - IX), sowie ein lösliches Enzym (soluble/ sAC) identifziert. Im 
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Gehirn wurden alle 9 AC-Isoformen nachgewiesen, während die Expression in 
anderen Organen selektiver reguliert zu sein scheint. Die Expression von AC-
Isoformen in Immunzellen ist noch nicht bekannt. Alle AC besitzen die gleiche 
Struktur (s. Abbildung 1.6): ein zytoplasmatischer NH2-Terminus, gefolgt von zwei 
gleichartigen Modulen, die jeweils aus einer transmembranen (M1 respektive M2) 
und einer zytoplasmatischen Region (C1 respektive C2) bestehen. C1 und C2 bilden 
gemeinsam die katalytische Domäne und weisen konservierte Sequenzen auf. Die 
Transmembrandomänen M1 und M2 besitzen jeweils 6 Membran-durchspannende 
Helices und könnten neben der Membranverankerung auch an der Regulation der 
Aktivität von AC beteiligt sein [Ludwig & Seuwen, 2002]. 
 
 
Abbildung 1.6 Die Struktur von Adenylatcyclasen (AC). AC bestehen aus zwei 
Transmembrandomänen (Tm) und zwei hoch konservierten katalytischen Untereinheiten (C). 
Durch Dimerisierung der hoch konservierten katalytischen Regionen C1a und C2a wird die 
katalytische Stelle gebildet (nach: [Cooper, 2003b]) 
 
Nach der Lokalisation von ATP im katalytischen Zentrum von AC werden zwei 
Phosphatgruppen abgespalten, sodass ein Monophosphat entsteht (s. Abbildung 
1.7). Zwei invariante Asparaginsäure-Reste in einem konservierten Motiv von C1 
koordinieren dabei zwei Mg2+-Ionen, die einen nukleophilen Angriff der 3’-OH-Gruppe 
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der Ribose auf das α-Phosphat von ATP katalysieren. Dabei werden die beiden 
Phosphatgruppen abgespalten, das dritte α-Phosphat wird durch Bildung einer 
intramolekularen 3’-5’-Diester-Bindung zyklisiert und es entsteht zyklisches 
Adenosin-Monophosphat [Cooper, 2003a]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.7 Die von 
Adenylatcyclasen katalysierte 
Synthese von zyklischem Adenosin-
Monophosphat (cAMP) aus Adenosin-
Triphosphat (ATP) (aus: Klein, 
Horejsi, „Immunology“ 2nd edition) 
 
1.2.2.2 Regulation der Aktivität von Adenylatcyclasen 
Die zahlreichen bisher identifizierten AC-Isoformen unterliegen differierenden 
Regulationsmechanismen. Hier wird zunächst der klassische Weg der Aktivierung 
von AC beschrieben (s. Abbildung 1.8). Die Interaktion eines G-Protein-gekoppelten 
Rezeptors mit einem Liganden ruft eine Konformationsänderung im intrazellulären 
Teil des Rezeptors hervor. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind durch sieben 
Transmembrandomänen gekennzeichnet und können verschiedenste Liganden 
erkennen, so etwa Hormone wie Adrenalin und Glukagon oder auch Chemokine wie 
IL-8 und Fraktalkin [Klein, Horejsi, 1997]. Die Konformationsänderung nach  
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Abbildung 1.8 Die klassische Aktivierung von Adenylatzyklasen (aus Klein, Horejsi, 
„Immunology“ 2nd edition, Erklärung siehe Text) 
 
Liganden-Bindung bewirkt die Dissoziation der α-Untereinheit (Gα) vom βγ-Dimer 
(Gβγ) des trimeren G-Proteins. Gα tauscht gebundenes Guanosin-Diphosphat (GDP) 
gegen Guanosin-Triphosphat (GTP) aus und kann dann mit AC assoziieren und 
diese aktivieren. 
Eine intrinsische GTPase-Aktivität von Gα sorgt dafür, dass GTP zu GDP hydrolysiert 
wird. Daraufhin dissoziiert Gα  von der AC und bildet wieder ein Trimer mit Gβγ, das 
sich bis zur nächsten Stimulation in einem inaktiven Zustand befindet [Stryer, 1995]. 
Es stellte sich allerdings heraus, dass die Situation komplexer ist, als ursprünglich 
angenommen. Mittlerweile konnten 20 verschiedene Gα, 6 Gβ und 11 Gγ-
Untereinheiten identifiziert werden. Gα-Untereinheiten gruppiert man in stimulierende 
Gαs, inhibierende Gαi/0, sowie Gαq/11 und Gα12/13 [Neves et al, 2002], nach denen man 
die jeweiligen G-Proteine Gα, Gi/0,Gq/11 und G12/13 benannt hat. Gαs-Untereinheiten 
stimulieren AC wie beschrieben, wohingegen Gi/o deren Aktivität inhibieren. Ferner 
hat sich herausgestellt, dass auch die βγ-Dimere von Gi/o Signale weiterleiten 
können. Gs und Gi/o können mit identischen AC interagieren. Die letztgenannten α-
Untereinheiten, Gαq/11 und Gα12/13, sind nicht in die Regulation von AC involviert 
[Neves et al, 2002]. 
Eine weitere Möglichkeit zur Regulation der AC-Aktivität besitzt die Zelle durch die 
Rekrutierung unterschiedlicher G-Proteine zu einem Rezeptor. Hier handelt es sich 
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vermutlich um einen Mechanismus zur Desensibilisierung gegenüber einem 
Liganden [Baillie et al, 2003]. 
Neben G-Proteinen können jedoch auch andere Faktoren die Aktivität von AC 
beeinflussen. Ca2+ beispielsweise erhöht die Aktivität von AC I und AC VIII, während 
AC V und AC VI gehemmt werden. Darüber hinaus können auch Proteinkinase C, 
PKA, Stickoxid (engl., nitric oxide, NO) und Calcineurin Einfluss nehmen [Cooper, 
2003b]. 
 
1.2.2.3 Adenlyatcyclasen als Ziel von Pathogenen 
Zahlreiche Pathogene nutzen die zentrale Stellung von cAMP bei der Kontrolle 
zellulärer Prozesse aus. Durch die Deregulation der cAMP-Spiegel beeinflussen 
bakterielle Toxine in erheblichem Ausmaß den Metabolismus und die Funktion von 
Zellen des Wirtsorganismus [Ahuja et al, 2004]. Einige Beispiele seien hier 
vorgestellt: Cholera Toxin, welches von Vibrio cholerae produziert wird, aktiviert Gs, 
was zur intrazellulären cAMP-Akkumulation führt. Gi dagegen wird durch Pertussis 
Toxin inhibiert, einem Toxin des Gram-negativen Bazillus Bordetella pertussis, 
welches den respiratorischen Trakt befällt. Dies führt ebenfalls zur Aktivierung von 
AC. Eine weitere Strategie ist die Sekretion von Toxinen, die selbst AC-Aktivität 
besitzen, dies gilt beispielsweise für Bacillus anthracis und Yersinia pestis. Im 
Zellinnern können diese AC durch eukaryotische Kofaktoren wie Calmodulin aktiviert 
werden und somit die cAMP-Konzentration in der Zielzelle stark erhöhen. Durch die 
intrazellulär erhöhten cAMP-Konzentrationen kommt es meist zu einer verstärkten 
Produktion des regulatorischen Zytokins IL-10, was eine effiziente Immunantwort 
gegen die Erreger unterdrückt [Ahuja et al, 2004]. Auch Retroviren wie HIV nutzen 
die Aktivierung von AC. Das Hüllprotein gp41 des HI-Virus induziert erhöhte cAMP-
Konzentrationen in Monozyten und steigert damit die IL-10-Produktion dieser Zellen, 
weshalb das Immunsystem nicht adäquat auf das Virus reagiert und die Krankheit 
weiter fortschreiten kann [Barcova et al, 1999]. 
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1.2.3 Phosphodiesterasen 
1.2.3.1 Vorkommen, Struktur und Funktion von Phosphodiesterasen 
Phosphodiesterasen (PDE) sind die einzigen Enzyme, die cAMP inaktivieren können. 
Bislang wurden 11 verschiedene PDE-Familien identifiziert, Mitglieder von 8 Familien 
sind in der Lage cAMP zu hydrolisieren. Die übrigen PDE-Enzyme katalysieren die 
Inaktivierung von cGMP. Manche Familien sind bispezifisch [Houslay & Adams, 
2003]. PDE werden differentiell in unterschiedlichen Organen exprimiert. In Zellen 
des Immunsystems wurden hauptsächlich PDE1, PDE3, PDE4, PDE5 und PDE7 
nachgewiesen [Essayan, 2001].  
 
Abbildung 1.9 Die Struktur von Phosphodiesterasen (PDE): die variable N-terminale Domäne 
besitzt regulatorische Funktion und ist vermutlich für die subzelluläre Lokalisation 
verantwortlich. Die katalytische Domäne ist hoch konserviert, wohingegen die C-terminale 
Sequenz variabel ist. Sie dient möglicherweise der Dimerisation von PDE (nach Torphy, 
[Torphy, 1998]). 
 
Gemeinsam ist allen PDE die strukturelle Organisation in drei Domänen: ein 
regulatorischer N-Terminus, eine konservierte katalytische Domäne und ein C-
Terminus (s. Abbildung 1.9) [Torphy, 1998]. PDE sind Metallophosphohydrolasen, 
die spezifisch die zyklische 3’,5’-Phosphat-Gruppe von cAMP und/oder cGMP 
abspalten, wodurch 5’-AMP, respektive 5’-GMP entstehen [Castro et al, 2005]. 
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1.2.3.2 Phosphodiesterase 4  
Eine herausragende Rolle in der Regulation der cAMP-Konzentration in Immunzellen 
spielt PDE4 [Torphy, 1998], Mitglieder dieser Familie machen dort die Haupt-cAMP-
hydrolysierende Aktivität aus. PDE4-Enzyme werden von vier verschiedenen Genen 
kodiert (PDE4A, 4B, 4C, 4D), deren Expressionsmuster Zelltyp-spezifisch ist, 
zusätzlich wurden zahlreiche Spleißvarianten gefunden [Castro et al, 2005]. Auch 
gibt es Unterschiede in der Lokalisation in unterschiedlichen Kompartimenten, was 
jedoch noch nicht vollständig verstanden wurde [Spina, 2003]. 
Charakteristisch für Mitglieder der PDE4-Enzymfamilie sind zwei upstream 
conserved regions (UCR 1 und 2) in der N-terminalen Domäne, die die Aktivität der 
katalytischen Untereinheit kontrollieren. Ein Serin-Rest in UCR1 kann von PKA 
phosphoryliert werden, wodurch das Enzym aktiviert wird, wohingegen die 
Phosphorylierung eines Serin-Restes in der katalytischen Domäne von 4B, 4C, und 
4D durch die extrazellulär regulierte Kinase (ERK) zur Inhibition der hydrolysierenden 
Aktivität führt [Houslay & Adams, 2003]. 
Die spezifische Lokalisation von unterschiedlichen PDE4-Enzymen in den jeweiligen 
Kompartimenten wird durch β-Arrestine vermittelt. Außerdem konnte gezeigt werden, 
dass PDE auch mit A kinase anchoring proteins (AKAP) interagieren können. Wie in 
Kap.1.2.1 beschrieben, ermöglichen diese Proteine die gezielte Lokalisation von PKA 
in der Nachbarschaft von AC. Somit kann sich ein multimolekularer Komplex bilden, 
der es erlaubt, schnell auf Konzentrationsschwankungen von cAMP zu reagieren, 
Signale weiterzuleiten, aber auch eine effiziente Regulation zu gewährleisten. 
Weitere Enzyme wie Src, Lyn und Fyn können die katalytische Aktivität von PDE4 
ebenfalls beeinflussen [Houslay & Adams, 2003]. 
Da die Signaltransduktion über cAMP auf der Feinregulation aller beteiligten Enzyme 
beruht, ist die Notwendigkeit der hier skizzierten komplexen Regulation der PDE4-
Aktivität einsichtig. Bei allergischen Erkrankungen allerdings scheint die PDE4-
Aktivität dereguliert. Bei Patienten mit atopischer Dermatitis ist die Fähigkeit zur 
Akkumulation intrazellulären cAMPs vermindert. Diesem Phänomen liegt eine 
erhöhte PDE-Aktivität zugrunde [Grewe et al, 1982]. Auch bei dem allergischen 
Asthma liegt eine gesteigerte PDE-Aktivität in inflammatorischen Zellen vor [Spina, 
2003]. 
Es gibt inzwischen gute Belege für die anti-inflammatorische Wirkung der PDE4-
Inhibtion auf unterschiedliche Zelltypen. Abbildung 1.10 gibt hierzu einen Überblick: 
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Abbildung 1.10 Die Inhibition der PDE4-Aktivität wirkt anti-inflammatorisch. Dargestellt sind die 
Effekte auf verschiedene Zelltypen, die an der Entstehung von Immunantworten beteiligt sind. 
ROS: reactive oxygen species, LT: Leukotrien (verändert nach Spina [Spina, 2003]). 
 
Diese anti-inflammatorische Wirkung macht man sich bei der Behandlung von 
allergischem Asthma und chronisch obstruktiver Atemwegserkrankung (engl., chronic 
obstructive pulmonary disease, COPD) zunutze. Klinische Studien zeigten, dass sich 
die Symptome beider Krankheiten mit Hilfe der PDE4-Inhibitoren Cilomilast und 
Roflumilast erfolgreich behandeln lassen [Spina, 2003]. Die Behandlung allergischer 
Rhinitis und atopischer Dermatitis durch PDE4-Inhibitoren wird derzeit noch an 
Tiermodellen getestet [Baumer et al, 2002;Baumer et al, 2003]. In jüngerer Zeit wird 
der Einsatz von PDE4-Inhibitoren auch zur Therapie von TH1-dominierten 
Krankheiten wie rheumatoide Arthritis und multiple Sklerose untersucht. Erste 
Studien zeigen, dass auch bei diesen chronisch entzündlichen Erkrankungen die 
Hemmung der PDE4-Aktivität eine Verbesserung der Symptome zur Folge hat. 
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1.3 Zielsetzung 
Die kürzlich beschriebenen nativen M-DC8+ dendritischen Zellen besitzen einen stark 
proinflammatorischen Charakter. Nach einer kurzen Phase der in vitro-Maturation 
erlangen M-DC8+ DC die Fähigkeit, außerordentlich große Mengen der 
proinflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-α zu sekretieren. Darüber hinaus 
programmieren M-DC8+ DC TH1-Effektorzellen. M-DC8+ DC könnten daher ein 
wichtiges Ziel pharmakologischer Intervention bei chronischen Entzüngungen 
darstellen. 
In einer Kooperation mit elbion AG, Radebeul, einem Unternehmen, welches 
pharmazeutische Präparate entwickelt, wurde untersucht, inwiefern die Funktionen 
von DC durch spezifische PDE4-Hemmer moduliert werden können. Durch die 
Akkumulation des second messengers cAMP wurden bereits in verschiedenen Zellen 
des Immunsystems anti-inflammatorische Effekte erzielt. Der Einfluss cAMP-
erhöhender Agentien auf DC wurde bislang nur anhand artifiziell generierter, 
Monozyten-abgeleiteter DC beurteilt. Ob DC in vivo ähnlich reguliert werden, ist 
jedoch nicht klar. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Erhöhung der 
intrazellulären cAMP-Konzentration durch den Einsatz spezifischer PDE4-Inhibitoren 
auch auf native M-DC8+ DC einen regulatorischen Einfluss ausüben kann. 
Besonders wichtig war hierbei die Beurteilung der Zytokinsekretion, die 
phänotypische Ausreifung, die T-Zell-Stimulation und die T-Zell-Programmierung. 
Darüber hinaus sollte geklärt werden, inwieweit cAMP zur Aktivierung und 
funktionellen Plastizität von M-DC8+ DC beiträgt. Hierzu war vorgesehen, die 
Generation von cAMP mit Hilfe von Adenylatcyclase-Inhibitoren zu blockieren und 
die Auswirkungen dieser Hemmung anhand des Phänotyps und der 
Zytokinproduktion M-DC8+ DC zu bewerten. 
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2 MATERIALIEN UND METHODEN 
2.1 Chemikalien 
Die Chemikalien wurden von Sigma (Taufkirchen), Merck KGaA (Darmstadt) und 
Gerbu (Gaiberg) bezogen. Bei Verwendung von Reagenzien anderer Hersteller 
wurde dies gesondert vermerkt. 
 
2.2 Puffer und Lösungen 
6x Gelladepuffer:  0,5 % (v/v) Bromphenolblau, 30 % (v/v) Glycerin 
Beschichtungspuffer: 8,4 g NaHCO3, 3,56 gNa2CO3, ad 1l, pH ad 9,5  
CP-Puffer:    25, 7 ml 0,1 M Zitronensäure, 24,3 ml 0,2 M Na2HPO4, 
(Citrat-Phosphat-Puffer) pH 5  
ad 100 ml mit a.d. 
LB-Medium: 1,0 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt), 1,0 % (w/v) 
NaCl, pH 7,0 
Laufpuffer:   PBS, 10 % FKS, 2mM EDTA 
PBS-Puffer: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,1 mM Na2HPO4, 1,8 mM 
KH2PO4, pH 7,3 
Probenpuffer:  PBS, 10 % FKS 
Stoplösung:   2 N H2SO4  
Substratlösung:  10 ml CP-Puffer, 2 µl H2O2, 1 Tablette T-3405 TMB 2 HCl 
TBE-Puffer:   89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, pH 8,0 
Waschpuffer:  PBS, 0,05 % TWEEN 20 
Zellkulturmedium: RPMI1640, 2 mM L-Glutamin, 1% nicht-essenzielle 
Aminosäuren, 1mM Na-Pyruvat, 100 U/ml Penicillin, 100 
µg/ml Streptomycin, 10 % Hitze-inaktiviertes fetales 
Kälberserum (FKS) oder 10 % Humanserum (HS) 
 
2.3 Materialien für die Zellkultur 
2’,5’-Dideoxyadenosine Merck KgaA, Darmstadt , Deutschland 
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(DDA) 
8-Br-cAMP Biolog Life Science Institue, Bremen, Deutschland  
α-CD14 beads Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland 
α-CD 45 R0 beads Miltenyi Biotec GmbH 
AutoMACS-
Isolationssäule 
Miltenyi Biotec GmbH 
AWD12-281 Elbion AG, Radebeul, Deutschland 
Brefeldin A Sigma GmbH, Taufkirchen, Deutschland 
cAMP-EIA Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden,  
CD4+ TZ Isolationskit  Miltenyi Biotec GmbH  
Cell Wash  Becton Dickinson, San Jose, CA, USA 
di-butyryl-cAMP  Tocris Cookson Inc., Ellisville, MO, USA  
96 well ELISA-Platten Nunc A/S, Roskilde, Dänemark 
OptEIA-ELISA-Kit 
(IL12(p70), TNF-α, IL-10, 
IFN-γ, IL-4) 
Pharmingen, San Diego, CA, USA 
FACS- Rinse  Becton Dickinson 
FACS- Safe Becton Dickinson 
Ficoll-Paque 
(Dichtebereich:1.077 
g/ml)  
Pharmacia, Freiburg, Deutschland  
Forskolin Tocris 
Glycophorin A beads Miltenyi Biotec GmbH 
H-89 Merck KgaA 
IFN-γ Strathmann Biotec AG, Hamburg, Deutschland 
Inaktiviertes fetales 
Kälberserum (FKS) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland 
Inaktiviertes 
Humanserum (AB+) 
Eigene Herstellung 
LPS (E.Coli026:B) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
LS+ Zell-Isolationssäule Miltenyi Biotec GmbH 
MS+ Zell-Isolationssäule Miltenyi Biotec GmbH 
Natrium-Pyruvat (100 
mM) 
Biochrom KG 
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Neubauer Zählkammer LO-Labortechnik GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland 
Nichtessentielle 
Aminosäuren (NEA 100x) 
Biochrom KG, 
Penicillin/Streptomycin 
(10000µg/ml, 100x) 
Gibco, Eggenstein, Deutschland 
Prostaglandin E2 Sigma 
Ratte α-Maus-IgM beads Miltenyi Biotec GmbH 
RPMI 1640 Biochrom KG 
Roflumilast Elbion AG, Radebeul, Deutschland 
Stabiles Glutamin (N-
Acetyl-L-Alanyl_L 
Glutamin, 200 mM) 
Biochrom KG 
SQ22536 Merck KgaA 
T-3405 TMB 2 HCl Sigma 
Thymidin DuPont NEN®, Brüssel, Belgien 
TWEEN20® Serva, Heidelberg, Deutschland 
 
2.4 Antikörper 
Die Hybridomüberstände von M-DC8 zur Markierung M-DC8+ Zellen wurden von E.-
P. Rieber generiert. Außer α-CD4 (DAKO, Hamburg), α-CD45 RO, α-CD45RA (beide 
Immunotech, Hamburg) und der Isotypkontrollen für IgG1 (ebenfalls Immunotech) 
wurden alle Antikörper von Pharmingen bezogen. 
Antigen Klon 
CD4 13B8,2 
CD14 M5E2 
CD16 3G8 
CD45RO UCHL 1 
CD45RA ALB 11 
CD54  LB-2 
CD58 AICD58 
CD80  L307.4 
CD83 HB15e 
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CD86  2331(FUN-1) 
HLA-ABC  G46-2.6 
HLA-DR  G46-6 
IgG1  107.3 
IgG2b 27-35 
IgM polyklonal 
IL-4 MP4-25D2 
IL-10-Rezeptor (CDw210) 3F9 
IFN-γ B27 
M-DC8 M-DC8-Hybridom 
 
2.5 Materialien für molekularbiologische Untersuchungen 
1 kb DNA-ladder Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
DNAse I MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Nukleotide (dNTPs) MBI Fermentas 
PCR-Puffer BD Clontech, Heidelberg, Deutschland 
pGEM-T 
Klonierunsvektor 
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 
RT-for-PCR-Kit BD Clontech 
Taq-Polymerase BD Clontech 
TriPURE Roche, Indianapolis, USA 
XL1-blue 
Bakterienstamm 
Stratagene, Amsterdam, NL 
 
2.6 Primer 
Primer Sequenz 
PDE4Afor 5’-GTGTTCACGGACCTGGAGAT-3’ 
PDE4Afor 5’-TCTGGAAGATGTCGCAGTT-G-3’ 
PDE4Bfor 5’-ATCACCTTGCTGTGGG TTTC-3’ 
PDE4Brev 5’-CAGAGCTCACAAAAACTTTGA-3’ 
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PDE4Cfor 5’-TCAG-AGCTGGCGCTTATGTA-3’ 
PDE4Crev 5’-ACTTCTCCACTGAGGCCGTA -3’ 
PDE4Dfor  5’-ATCCGGGCTAATTCTCCAAG-3’ 
PDE4Drev  5’-GGCTTTGTTGATGGATGGTT-3’ 
HPRTfor  5'-CCCTGGCGTCGTG-ATTAGTGATGAT-3' 
HPRTrev 5'-TGCTTTGATGTAATCCAGCAGGTC AGC-3' 
 
2.7 Isolation von PBMC aus Vollblut oder buffy coats 
In der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich mit frisch isolierten humanen Zellen 
gearbeitet. Als Ausgangsmaterial wurden entweder Vollblut oder buffy coats mit dem 
Einverständnis der Blutspender verwendet. Die buffy coats wurden von der Abteilung 
für Transfusionsmedizin der Medizinischen Fakultät der TU Dresden oder dem DRK-
Blutspendedienst Dresden zur Verfügung gestellt. 
Buffy coats werden auch als Leukozytenmanschette bezeichnet. Diese Leukozyten- 
und Thrombozyten-reiche Schicht zwischen Plasma und Erythrozyten entsteht 
während eines Zentrifugationsschrittes. 
Aus den buffy coats und aus Vollblut lassen sich mononukleäre Zellen (engl., 
peripheral blood mononuclear cells; PBMC) mittels einer Ficoll-Hypaque-
Dichtegradienten-Zentrifugation isolieren. 
100 ml unverdünntes Vollblut oder mit isotoner Kochsalzlösung (0,9 % NaCl) 
verdünnte buffy coats wurden in einem Zentrifugenbecher vorsichtig über 75 ml 
Ficoll-Hypaque geschichtet. Es handelt sich hierbei um eine Mischung aus dem 
Polydextran Ficoll und Natrium-Amidotriozat, was für optimale Dichte und Osmolarität 
der Lösung sorgt. Die Ficoll-Hypaque hat eine Dichte von 1,077 g/ml. Da die Dichte 
von Granulozyten und Erythrozyten höher ist, als die von Ficoll sinken diese Zellen 
durch die Ficoll-Schicht auf den Boden des Zentrifugenbechers. Im Gegensatz dazu 
sind mononukleäre Zellen von einer geringeren Dichte und verbleiben in der 
Interphase zwischen Blut-Plasma und Ficoll. So entsteht ein Dichtegradient. Um die 
Sedimentation von Erythrozyten und Granulozyten zu beschleunigen, wurde eine 
Zentrifugation bei 980 g, bei 20 °C für 20 min durchgeführt. Es wurde ein 
Zentrifugations-Programm mit langsamer Beschleunigung und langer Bremsdauer 
gewählt, um ein Vermischen der Schichten zu vermeiden.  
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Nach der Zentrifugation bilden die PBMC einen Zellrasen zwischen Ficoll und 
Plasma. Die Schicht der mononukleären Zellen wurde mit einer Pipette abgesaugt 
und in ein anderes Zentrifugenröhrchen überführt. Anschließend wurden die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen und zentrifugiert (360 g, 4 °C, 10 min), um verbiebenes 
Ficoll zu entfernen. 
 
2.8 Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer. In den 
Boden einer solchen Zählkammer sind Quadrate unterschiedlicher Größe eingraviert. 
Die Zellsuspension wird unter ein Deckgläschen pipettiert. Dieses hat einen Abstand 
von 0,1 mm von der Zählkammer. Somit ergibt sich für das über einem Quadrat der 
Seitenlänge 1 mm auszuzählende Volumen ein Wert von 1mm x 1 mm x 0,1 mm = 
0,1 mm3= 0,1 µl. Damit lässt sich die Zellzahl in einem gegebenen Volumen 
errechnen. 
Retikulozyten, die Vorläuferzellen der Erythrozyten, befinden sich aufgrund ihrer 
noch geringeren Dichte nach der Dichtegradienten-Zentrifugation mit den PBMC in 
der Interphase. Um ausschließlich die Zahl von PBMC zu bestimmen, wurde die 
Zellsuspension mit 5 % iger Essigsäure verdünnt, was zur Lyse der Retikulozyten 
führt. 
Weiter aufgereinigte Zellpopulationen wurden mit Trypanblau versetzt. Dies erlaubt 
es, tote Zellen zu auszuschließen, da Trypanblau nur in Zellen eindringen kann, 
deren Zellmembran geschädigt ist. 
 
2.9 Reinigung von Zellpopulationen durch magnetische Zell-
Separation 
Zellpopulationen im Blut können durch die differentielle Expression von 
Oberflächenmarkern unterschieden werden. Die meisten Oberflächenmarker sind mit 
CD-Nummern benannt. CD sind so genannte „cluster of differentiation“, man zählt zu 
einem Cluster alle Antikörper, die dasselbe Antigen erkennen. Die Nomenklatur wird 
auf regelmäßigen Tagungen des „International Workshop on Leukocyte 
Differentiation Antigens“ festgelegt. Die unterschiedliche Expression von 
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Oberflächenmolekülen kann man sich für die Reinigung spezifischer Zellpopulationen 
zunutze machen. Hierbei werden Antikörper, die das gewünschte Antigen erkennen, 
an paramagnetische Microbeads gekoppelt. Die etwa 50 nm großen Kügelchen aus 
Eisenoxid und Polysacchariden beeinträchtigen die Bindung des Antikörpers an sein 
Antigen nicht. 
In einer Suspension unterschiedlicher Zellen binden Microbead-gekoppelte 
Antikörper nur an Zellen, die das von ihnen erkannte Antigen exprimieren. Zur 
Isolation der markierten Zellen, wird die gesamte Suspension auf eine MACS 
(magnetic cell sorting)-Säule gegeben, welche sich in einem starken magnetischen 
Feld befindet.  
Diese Separationssäule ist mit etwa 2 mm großen Stahlkugeln gefüllt, die mit einer 
hydrophilen Schicht überzogen sind. Dies erlaubt eine Interaktion mit den Zellen. 
Befindet sich die Separationssäule in einem magnetischen Feld, werden Antikörper- 
markierte Zellen zurückgehalten, da die paramagnetischen Microbeads von der 
Magnetkraft angezogen werden. Unmarkierte Zellen passieren die Säule. Entfernt 
man die Separationssäule aus dem Magnetfeld, können die Antikörper-markierten 
Zellen eluiert werden. Diesem Prinzip folgt auch die Aufreinigung von Zellen mit Hilfe 
des AutoMACS-Gerätes. 
Die Reinheit der isolierten Zellpopulation kann anhand einer FACS-Analyse der 
Oberflächenmarker bestimmt werden (zur FACS-Analyse s. Kap. 2.14) 
 
2.10 Isolation von M-DC8+ dendritischen Zellen durch positive 
Selektion 
Zur die Isolation von M-DC8+ DC wurden je 108 PBMC in 1 ml verdünntem M-DC8-
Hybridom-Überstand (1:60 in PBS) für 15 min bei 4 °C inkubiert. Gelegentlich wurde 
die Suspension durch Vortexen gemischt. Es erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Die 
M-DC8-Antikörper im Hybridom-Überstand sind nicht an paramagnetische Kügelchen 
gekoppelt. Daher musste ein Sekundär-Antikörper verwendet werden. Der M-DC8-
Antikörper wird von murinen Zellen produziert und ist vom Isotyp IgM. Als 
Sekundärantikörper wurde daher ein α-Maus-IgM-Antikörper aus der Ratte 
verwendet, an den Microbeads gekoppelt sind (Miltenyi, Bergisch Gladbach, 
Deutschland). Auch die Inkubation der Zellsuspension mit dem Sekundärantikörper 
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(10 µl/ 108 PBMC) erfolgte bei 4 °C während 15 min. Nach einem weiteren 
Waschschritt wurden die Zellen dann in eiskaltem, entgasten Lauf- und Elutionspuffer 
(PBS, 1% FKS, 2mM EDTA) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zunächst mit 
Hilfe einer LS+-Säule getrennt. Die Positiv-Fraktion wurde zwecks weiterer 
Aufreinigung über eine 2. Säule separiert (MS+-Säule), sodass eine Reinheit > 95 % 
erreicht wurde. Alternativ wurden die Zellen mit Hilfe des AutoMACS (Miltenyi) 
angereichert. Hierbei wurde 10 %-iges FKS in PBS/ 2mM EDTA als Laufpuffer 
verwendet. 
Die Reinheit der M-DC8+ Zellpopulation wurde durch eine FACS-Messung nach einer 
Färbung mit α-CD16 und α-IgM-Antikörpern beurteilt (s. Kap. 2.14). 
 
2.11 Isolation von CD14+ Monozyten durch positive Selektion 
Monozyten wurden analog zur Vorgehensweise bei der Separation von M-DC8+ DC 
isoliert. Monozyten exprimieren CD14, einen Korezeptor für LPS. Daher wurden für 
die Aufreinigung α-CD14-Microbeads (Miltenyi) (10 µl/ 108 PBMC) verwendet. Mit 
einem Isolationsschritt konnten Monozyten in der Positiv-Fraktion in einer Reinheit > 
95 % angereichert werden. 
Zur Bestimmung der Reinheit mittels FACS-Analyse wurden α-CD14-Antikörper 
verwendet (s. Kap. 2.14). 
 
2.12 Isolation von naiven CD4+CD45RA+ T-Zellen durch Depletion 
Naive Helfer-T-Zellen exprimieren CD4, den Korezeptor für MHCII-Moleküle auf T-
Zellen. Zusätzlich ist CD45RA auf ihrer Zelloberfläche nachweisbar. Dies ist eine 
Spleißvariante des common leukocyte antigen (CLA, CD45), die nur auf naiven 
Zellen vorkommt. Da die Expression dieser Marker nicht exklusiv ist, wurde für die 
Isolation naiver Helfer-T-Zellen die Methode der Depletion gewählt. Hierbei werden 
alle Zellen in einer Suspension mit Antikörpern markiert, die nicht in der gereinigten 
Fraktion vorliegen sollen. Diese Zellen werden auf der Säule zurückgehalten, 
während sich die Zielzellen im Eluat finden.  
Zur Isolation von T-Zellen enthält der CD4-Isolationskit der Firma Miltenyi einen 
Cocktail folgender Hapten-gekoppelter Antikörper: α-CD8 zur Depletion von 
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zytotoxischen T-Zellen, α-CD14, zur Depletion von Monozyten, α-CD16, α-CD56 und 
α-CD11b zur Zurückhaltung von NK-Zellen. In einem zweiten Inkubationsschritt 
konnten α-Hapten-Microbeads die genannten Zellpopulationen markieren. Zusätzlich 
wurden Microbead-gekoppelte α-CD45RO-Antikörper zur Depletion von aktivierten 
und Gedächtnis-T-Zellen (CD4+), sowie Glycophorin A zur Eliminierung von 
Erythrozyten und Retikulozyten verwendet. Es wurden je 100 µl des Hapten-
Cocktails und der α-Hapten-Microbeads, sowie je 50 µl α-CD45RO-Microbeads und 
Glycophorin A-Microbeads pro 108 PBMC eingesetzt. 
Zur Bestimmung der Reinheit wurden die T-Zellen mit α-CD4- und α-CD45RA-
Antikörpern versetzt und die spezifische Bindung mittels Durchflusszytometrie 
ermittelt (s. Kap. 2.14). 
 
2.13 Zell-Kultur 
Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium kultiviert, welchem zusätzlich 2 mM L-
Glutamin, 1% nicht-essenzielle Aminosäuren, 1mM Natrium-Pyruvat, 100 U/ml 
Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 10 % Hitze-inaktiviertes fetales Kälberserum 
(FKS) oder Humanserum (HS) beigefügt wurde. FKS-enhaltendes Medium wurde 
zunächst zur Bestimmung der Zytokinproduktion M-DC8+ DC verwendet. In späteren 
Versuchen wurde FKS durch HS ersetzt, was den natürlichen Verhältnissen besser 
entspricht. Dies hatte keine signifikanten Veränderungen der Resultate zur Folge. 
Die Zellen wurden in einer Konzentration von 106/ml in 96-well Rundboden-
Gewebekultur-Platten bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert.  
Zu testende Substanzen und entsprechende Lösungsmittel-Kontrollen wurden den 
Zellen 30 min vor Beginn der Kultur zugesetzt. Eine Präinkubation auf Eis sollte die 
gleichmäßige Diffusion der Additiva gewährleisten. 
Die phänotypische Ausreifung M- DC8+ DC wurde nach 6 – 12-stündiger Kultur 
mittels Durchflußzytometrie bestimmt (s Kap. 2.14). 
Zur Analyse der Zytokinproduktion von M-DC8+ DC und CD14+ Monozyten wurden 
die Zellen wie beschrieben kultiviert und nach 6 h mit LPS (100 ng/ml) und IFN-γ 
(100 ng/ml) stimuliert. Es wurden jeweils Dubletten, nach Möglichkeit Tripletten, 
jedes Versuchs angesetzt. Nach weiteren 22 h in Kultur wurden die Zellüberstände 
abgenommen und bei – 20° C gelagert, bis zur Messung der sekretierten Zytokine im 
ELISA (s. Kap. 2.15). 
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2.14 Durchflusszytometrie mittels FACScan (Fluorescence Activated 
Cell Scan) 
Die Durchflusszytometrie dient zur Untersuchung der Bindung von Antikörpern an 
Antigenstrukturen auf Einzelzellebene. In Suspension vorliegende Zellen können mit 
Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern markiert werden. Diese Zellsuspension wird 
durch Überdruck in die Messküvette des FACScan-Gerätes gepresst. Die 
gleichzeitige Zuführung einer Trägerflüssigkeit gewährleistet, dass die Zellen eine 
hydrodynamische Fokussierung erfahren und einzeln den Laserstrahl in der 
Messküvette passieren. Dabei kommt es einerseits zur Lichtstreuung gemäß der 
Beschaffenheit der Zelle und andererseits zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe. 
Die Lichtstreuung in Richtung des Laserstrahls ist ein Maß für die Größe der Zellen 
(Vorwärtsstreulicht, engl., Forward Scatter, FSC), während die Quantität des zur 
Seite gestreuten Lichts (Seitwärtsstreulicht, engl., Side Scatter, SSC) die Granularität 
der Zelle widerspiegelt. 
Als Antikörper-gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe wurden Fluorescein-Isothiocyanat 
(FITC), Phycoerythrin (PE) und Tricolor (TRIC) verwendet. Das Laserlicht (488 nm) 
regt diese Fluorochrome zur Emission von Licht unterschiedlicher Wellenlänge an. 
Detektoren messen die Intensität des emittierten Lichts. Die Fluoreszenzintensität ist 
proportional zur Menge der an eine Zelle gebundenen Antikörper; somit können 
sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen getroffen werden. Sämtliche 
Signale werden integriert, sodass einer Zelle 5 Parameter (FSC, SSC und drei 
Fluoreszenzintensitäten) zugeordnet werden können. Die so erhaltenen Daten 
können mit Hilfe des WinMDI 2.8–Programms ausgewertet werden. 
 
2.14.1 Nachweis von Oberflächen-Antigenen 
Zum Nachweis von Antigenen auf der Zelloberfläche wurden die Zellen für 15 min bei 
4°C mit den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikörpern inkubiert (10 
pg/ 2 x 105 Zellen). Anschließend wurden die Zellen mit Cell Wash gewaschen und 
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde abermals in Cell Wash aufgenommen und die 
Fluoreszenz an einem FACScan-Durchfluß-Zytometer bestimmt (Becton Dickinson). 
In manchen Fällen wurden in einem ersten Schritt unmarkierte Antikörper verwendet. 
An diese musste dann in einem weiteren Schritt ein Fluoreszenz-markierter 
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Sekundärantikörper binden. Zur Kontrolle der unspezifischen Antikörperbindung 
wurden in parallelen Experimenten irrelevante Antikörper gleichen Isotyps aus dem 
gleichen Organismus verwendet, an die derselbe Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. 
So konnte die unspezifische Bindung des Antikörpers an die Zelle von der 
spezifischen Antigen-Erkennung unterschieden werden. 
 
2.14.2 Detektion intrazytoplasmatischer Proteine 
Zur Detektion intrazellulärer Antigene wurden die Zellen zunächst mit 4 % 
Paraformaldehyd (PFA, in PBS) für 15 min auf Eis fixiert. Die Behandlung mit PFA 
gewährleistet die Integrität der Zellen und bewahrt die Antigenizität von 
intrazellulären Epitopen. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und mit 0,1% 
Saponin permeabilisiert wurden. Durch die Permeabilisierung der Zellen können 
Antikörper in die Zellen eindringen und ihre Zielstruktur dort erkennen. Die Färbung 
und FACS-Analyse erfolgte wie beschrieben mit den jeweiligen Fluoreszenz-
markierten Antikörpern, die 1: 40 verdünnt in 0,1 % Saponin vorlagen. 
 
2.15 Quantifizierung der Zytokinproduktion mittels Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) 
Zur Bestimmung von TNF-α, IL-12(p70), IL-10 sowie IFN-γ und IL-4 in Zell-
Überständen wurden Opteia-ELISA-Kits von Pharmingen verwendet. Die Tests 
wurden nach Anweisung des Herstellers durchgeführt: 
Am Vortag wurde der jeweilige Fänger-Antikörper nach Anweisung des Herstellers in 
Beschichtungspuffer verdünnt. Nunc-Immunosorbent 96 well Platten wurden 
beschichtet und bei 4 °C über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Platten 
zunächst mit PBS-Tween (0,05 %) dreimal gewaschen und anschließend mit 
Probenpuffer (PBS, 10 % FKS) blockiert (1 h, RT). Nach weiteren 3 Waschschritten 
konnten dann sowohl die in Probenpuffer verdünnten Zell-Überstände als auch 
serielle Standard-Verdünnungen aufgetragen werden. Die Bindung von Antigen an 
den auf der Platte befindlichen Fänger-Antikörper erfolgte während einer 
zweistündigen Inkubation bei RT. Nach erneutem Waschen (5 x) wurde ein 
biotinylierter Detektions-Antikörper zusammen mit Avidin-HRP (engl., horse radish 
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peroxidase, Meerrettich-Peroxidase) für 1 h auf die Platte gegeben und 
überschüssiger Antikörper und Enzym anschließend durch siebenmaliges Waschen 
entfernt. Zur Detektion von Zytokin-gebundenem Antikörper enthielt die 
Substratlösung (100 µl) Tetramethylbenzidin (TMB), welches von HRP in einen 
blauen Farbstoff umgewandelt wird. Die enzymatische Umsetzung von TMB erfolgte 
während einer 30-minütigen Inkubation im Dunkeln. Die Reaktion wurde mit 50 µl 2 N 
H2SO4 gestoppt, was einen Farbumschlag in den gelben Bereich auslöste. 
Anschließend konnte die optische Dichte (OD) bei 450 – 650 nm bestimmt werden. 
Anhand der Standardwerte berechnete das Programm Softmax® die jeweiligen 
Zytokin-Konzentrationen. 
 
2.16 Bestimmung der PDE4-Aktivität mittels der Scintillation 
Proximity Assay (SPA)- Methode 
Zur Messung der PDE4-Aktivität wurde ein Scintillation Proximity Assay (SPA) 
verwendet. Dieser beruht auf folgenden Prinzipien: 
Beim Zerfall radioaktiver Atome werden β-Partikel freigesetzt. Diese Partikel können 
nur eine kurze Distanz durch eine wäßrige Lösung zurücklegen (im Fall von Tritium 
[3H] 1,5 µm). Dies macht sich die SPA-Technologie zunutze: Hier werden Yttrium-
Silikat(YSi)-beads verwendet, in deren Kristallstruktur als Scintillator Cerium-Ionen 
eingeschlossen sind, die durch β-Partikel zur Lumineszenz angeregt werden können. 
Wenn ein radioaktives Molekül nah genug an einem SPA Scintillation bead ist, so 
können die Zerfallsprodukte die Cerium-Ionen in den beads zur Emission von Licht 
anregen. β-Partikel, die zu weit von den beads entfernt sind, besitzen nicht genügend 
Energie, um die Cerium-Ionen zu erreichen und anzuregen. 
Zur Messung der PDE4-Aktivität wurden YSi-beads verwendet, die spezifisch mit 
[3H]AMP interagieren. Zum Start der Reaktion wurde radioaktiv markiertes cAMP in 
den Ansatz gegeben, welches von Phosphodiesterasen umgesetzt wird. Beendet 
wird die Reaktion durch Zugabe von YSi-beads, die spezifisch AMP erkennen, 
während [3H]cAMP nicht gebunden wird. So kommt nur [3H]AMP hinreichend nahe 
an die beads, um den entstehenden  β−Partikeln zu ermöglichen, den Scintillator zur 
Emission von Licht anzuregen, welches in einem Microbeta counter gemessen 
MATERIALIEN UND METHODEN 36 
werden kann. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daß gebundene und freie 
Liganden nicht mehr separiert werden müssen. 
Zum Vergleich der PDE4-Aktivität in M-DC8+ DC und CD14+ Monozyten wurden 
beide Zellpopulationen aus gepoolten PBMC von neun Spendern isoliert wie 
beschrieben. Die Zellen wurden pelletiert und bei –80 °C bis zur PDE-
Aktivitätsmessung gelagert. 
Das Pellet wurde dann in 2 ml Probenpuffer (80 mM Tris 10 mM MgSO4, pH 7,4) 
aufgenommen und durch Ultraschall (3 x 15 sek, Labsonic U, Fa. Braun, 
Deggersheim, Schweiz) lysiert. Die entstehende Suspension wurde zur Messung der 
PDE4-Aktivität in einer one-step-Prozedur in Mikrotiterplatten verwendet. 100 µl 
Reaktionsmix enthielten neben der Zellsuspension 1 µM [3H]-cAMP (Amersham, 
Buckinghamshire, GB) sowie PDE-Inhibitoren. Unspezifische Signale wurden in 
Abwesenheit der Zellpräparation detektiert. 
Die Reaktion wurde durch Zugabe des Substrats ([3H]-cAMP) initiiert, gefolgt von 
einer Inkubation bei 37 °C für 30 min. Die Beifügung von 25 µl YSi-SPA-beads 
beendete die enzymatische Aktivität, welche 1 h später in einem liquid scintillation 
counter (Microbeta Trilux, Perkin Elmer) für Mikrotiterplatten bestimmt wurde.  
Um den Anteil der PDE4-Aktivität an der gesamten PDE-Aktivität zu bestimmen, 
wurden der Reaktionsmixtur in unterschiedlichen Ansätzen drei hochspezifische 
PDE4-Inhibitoren (1 µM Roflumilast, 10 µM Rolipram und RPR73401) oder der 
PDE3-Inhibitor Cilostamid (10 µM) zugesetzt. 
Die Messung der PDE-Aktivität wurde von der Abteilung für Molekularbiologie der 
Firma elbion AG, Radebeul, durchgeführt. 
 
2.17 Untersuchung des mRNA-Expressionsprofils von PDE4-
Subtypen 
2.17.1 Isolation von RNA aus M-DC8+ Zellen 
Zur Präparation von RNA wurden isolierte M-DC8+ DC von mehreren Spendern 
gepoolt und mit Hilfe eines Durchflußzytometers (FACS-Vantage) sortiert. Gesamt-
RNA wurde mit dem TriPure Isolations-Reagenz (Roche, Indianapolis, IN) nach 
Anweisung des Herstellers extrahiert. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert. 
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2.17.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentration der RNA wurde durch Messung der Extinktion bei 260 nm in einem 
Spektralphotometer bestimmt. Verdünnt man die Nukleinsäuren mit H2O so, dass die 
optische Dichte zwischen 0,05 und 1 liegt, kann man von einer linearen Korrelation 
zwischen Extinktion und Nukleinsäure-Konzentration ausgehen. Eine OD260=1 
entspricht 50 µg DNA/ml oder 40 µg RNA/ml. 
 
2.17.3 Reverse Transkription von mRNA in cDNA 
Das Enzym Reverse Transkriptase ermöglicht die Umschreibung von mRNA in 
cDNA. Mögliche genomische Kontaminationen wurden durch den Verdau der 
Nukleinsäuren mit DNAse I (MBI Fermentas) nach dem Originalprotokoll eliminiert. 
1 µg der DNA-freien RNA wurde mittels Oligo-dT-Primern revers transkribiert. Dabei 
wurde der RT-for-PCR-Kit (BD Clontech, Heidelberg) verwendet. Es wurde strikt 
nach den Vorgaben des Herstellers gearbeitet. Die cDNA wurde in 50 µl DEPC-H2O 
verdünnt und kurzfristig bei -20 °C, sonst bei -80 °C gelagert. 
 
2.17.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der spezifischen Amplifikation von DNA-
Fragmenten. Die amplifizierten Fragmente werden durch ein Oligonukleotidprimer-
Paar definiert, das an die 5’- und 3’-Enden der zu amplifizierenden Sequenz bindet 
und die Transkription durch die thermostabile Taq-Polymerase initiiert. Ein PCR-
Zyklus besteht aus drei Schritten. Durch hohe Temperaturen (95 °C) wird ein 
Aufschmelzen der DNA-Doppelstränge bewirkt. Bei niedrigeren Temperaturen, die 
von der Sequenz der Oligonukleotid-Primer abhängen, lagern sich diese an die 
komplementären DNA-Sequenzen an. Anschließend erfolgt die Elongation der 
Primer durch die Polymerase, wobei freie Nukleotide aus dem Reaktionsmix in den 
DNA-Strang eingebaut werden. Durch mehrfache Wiederholung dieses Zyklus kann 
ein DNA-Fragment exponentiell vervielfältigt werden. Die PCR wurde in 20 µl-
Reaktionsansätzen mit 1 x Reaktionspuffer und Taq-Polymerase (Titanium-Taq, BD-
Clontech), 0,2 mM dNTP (MBI Fermentas) und je 0,4 µM der Oligonukleotidprimer 
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(MWG-Biotech) in 50 µl-Reaktionsgefäßen in einem Peltier Thermocycler 200 der 
Firma MJ Research (Hayward, CA, USA) durchgeführt. 
Zum Nachweis von PDE4A, B, C und D wurden Gen-spezifische Primerpaare 
ausgewählt, deren komplementäre DNA-Sequenzen in verschiedenen Exons liegen. 
Dies ermöglichte den Ausschluss kontaminierender genomischer Fragmente, die 
auch Introns enthalten, über einen Größenvergleich. 
Zum Vergleich der Expressionsstärke wurde das Haushaltsgen Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) in parallelen Ansätzen amplifiziert. Auch wurde 
immer eine Kontrollreaktion durchgeführt, die H2O anstelle von cDNA enthielt, um 
Kontaminationen des Reaktionsgemisches auszuschließen.  
Folgendes PCR-Programm wurde zur Amplifikation aller Fragmente verwendet: 
 
95° C  5 min 
95° C  30 sec 
57° C  30 sec  33x 
72° C  sec 
4° C  ∞ 
 
2.17.5 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 
In einem Agarosegel wandert lineare DNA indirekt proportional zu ihrem 
Molekulargewicht, wenn ein Spannungsfeld angelegt wird. Zur Analyse der PCR-
Produkte wurden 1,5 %ige Agarosegele verwendet. Hierzu wurde die Agarose in 0,5 
x TBE-Puffer aufgekocht und nach dem Abkühlen mit Ethidiumbromid in einer 
Konzentration von 0,2 µg/ml versetzt. Nach Erstarren des Gels wurde es in eine mit 
0,5 x TBE-Puffer befüllte horizontal Gelelektrophoresekammer überführt. Proben und 
Molekulargewichtsmarker (1kb-Leiter, Invitrogen) wurden mit 1/6 Volumen des 6 x 
Gel-Ladepuffers vermischt und in vorgeformte Taschen im Agarosegel gefüllt. Die 
Elektrophorese wurde bei einer maximalen Spannung von 7 V/cm Elektrodendistanz 
durchgeführt. Nach dem Lauf wurde das Gel mit einem UV-Schirm an einer 
Photoeinrichtung ausgewertet. 
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2.17.6 Klonierung von PCR-Produkten 
Die PCR-Produkte wurden durch T4-Ligase mittels TA-Ligation in einen pGEM-T-
Klonierungsvektor (Promega) ligiert. Dabei katalysiert das Enzym T4-Ligase II die 
Verknüpfung von überhängendem Thymidin an den Schnittstellen des Vektors mit 
Deoxyadenosin an den 3’-Enden des PCR-Produkts. Die Ligation der PCR-
Fragmente in den Vektor wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Durch Verwendung des pGEM-T-Vektors ist eine spätere Blau-Weiss-Selektion der 
Bakterien-Kolonien möglich. Nur Klone, deren Vektor ein Insert trägt, sind weiß, 
während Bakterien mit Vektoren ohne Insert blaue Kolonien bilden.  
 
2.17.7 Transformation von DNA-Vektoren in kompetente Bakterien 
Zur Transformation wurden kompetente Bakterien des E. coli-Stammes XL1-blue 
(Stratagene, Amsterdam, NL) verwendet. Der Ligationsansatz wurde zu einem 
Bakterienaliquot pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein 
Hitzeschock für 90 s bei 42 °C. Nach einer weiteren zweiminütigen Inkubation aus 
Eis, wurde 900 µl warmes LB-Medium zu den Ansätzen gegeben und das Gemisch 
für 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien auf Agarplatten mit 
Ampicillin ausplattiert und über Nacht im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. 
 
2.17.8 Durchführung einer checking-PCR 
Die checking-PCR ist eine Methode, die es erlaubt unter vielen Kolonien schnell 
diejenigen herauszufinden, die Vektoren mit der richtigen Insertgröße besitzen. 
Anstelle von Gen-spezifischen Primern werden Oligonukleotide verwendet, die an 
Vektorsequenzen binden. So können Vektoren mit verschiedenen Inserts gleichzeitig 
getestet werden. 
Weiße Klone wurden mit einer Pipettenspitze von den Agarplatten gepickt und in ein 
1,5 ml-Plastikgefäß mit 30 µl LB-Medium + 100 µg/ml Ampicillin überführt. 
Anschließend wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert. Die 
checking-PCR wurde mit 1 µl der Bakteriensuspension mit 1 x Reaktionspuffer und 
Taq-Polymerase (Titanium-Taq, BD-Clontech), 0,2 mM dNTP (MBI Fermentas) und 
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je 0,4 µM SP6- und T7-Primer (MWG-Biotech) in 50 µl-Reaktionsgefäßen 
durchgeführt. 
Folgende Temperaturzyklen wurden verwendet: 
95° C  5 min 
95° C  30 sec 
56° C  30 sec  30x 
72° C  60 sec 
4° C  ∞ 
Nach Ablauf der PCR wurde der gesamte Ansatz mit 2 µl 6 x Laufpuffer gemischt, in 
die Taschen eines 1,5 %igen Agarosegels pipettiert und eine Gelelektrophorese 
durchgeführt. 
 
2.17.9 Vervielfältigung von Plasmiden in einer Bakterien-
Suspensionskultur 
Zur Vervielfältigung der Plasmide mit passender Insertgröße wurden 5 ml LB-
Selektionsmedium in einem 15 ml-Spitzröhrchen mit 2 µl der entsprechenden 
Bakteriensuspension angeimpft. Diese Bakterienkulturen wurden 18 h bei 37 °C 
geschüttelt. 
 
2.17.10 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde der High Pure Plasmid Isolation 
Kit von Roche (Mannheim) verwendet. DNA wurde nach Anweisung des Herstellers 
isoliert und in sterilem H2O gelöst. 
 
2.17.11 Sequenzierung von DNA 
Klonierte PCR-Produkte wurden mit dem ThermoSequenaseTM Primer Cycle 
Sequencing Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) nach dem Protokoll des 
Herstellers auf beiden DNA-Strängen sequenziert. Die Reaktionsansätze wurden auf 
dem Sequenzierautomaten ALF (Amersham Biosciences, Freiburg) analysiert.  
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2.17.12 Sequenzabgleich über Blast 
Die bei der Sequenzierung erhaltenen Daten wurden einem Homologievergleich mit 
Hilfe des Programms BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) unterzogen. Dabei 
werden die ermittelten Sequenzen mit Protein- und Nukleotiddatenbanken verglichen 
und die Ergebnisse online übermittelt [Altschul et al, 1990]. So ließ sich überprüfen, 
ob der untersuchte Klon das gewünschte Gen enthält. 
 
2.18 Kokultur von M-DC8+ dendritischen Zellen und T-Zellen 
2.18.1 Bestimmung der T-Zell-Proliferation 
Anhand einer gemischten Lymphozyten-Reaktion (engl., mixed lymphocyte reaction, 
MLR) kann man die Kapazität von Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) beurteilen, 
T-Zellen zur Proliferation anzuregen. Basis einer MLR ist die Kokultur von APZ mit 
allogenen T-Zellen. Etwa 5 % der T-Zellen interagieren aufgrund einer Kreuzreaktion 
nicht nur mit fremden Antigenen, sondern auch mit allogenen MHC-Molekülen. Das 
Ausmaß der T-Zell-Proliferation hängt dann entscheidend von der Dichte 
kostimulatorischer Moleküle und Adhäsionsstrukturen auf den APZ ab. DNA-
Synthese und Proliferation der T-Zellen beginnen nach 2-3 Tagen und erreichen ihr 
Maximum an Tag 4-6. Danach sinkt die Proliferationsrate schnell wieder, die 
aktivierten Lymphozyten kehren in einen Ruhezustand zurück und sterben, falls sie 
nicht mit demselben Antigen restimuliert werden [Klein, 1997]. 
Die Proliferationsrate der T-Zellen lässt sich anhand des Einbaus von radioaktivem 
Thymidin in die DNA proliferierender T-Zellen messen. 
Zur Bestimmung der Kapazität M-DC8+ DC, die Proliferation von naiven allogenen 
CD4+CD45RA+ T-Zellen zu stimulieren, wurden die DC entweder 6 h mit einem PDE-
Inhibitor oder mit 0,1 % DMSO als entsprechende Lösungsmittelkontrolle 
vorkultiviert. Um einen möglichen Einfluss der PDE-Inhibitoren auf die T-Zellen 
auszuschließen, wurden die M-DC8+ DC nach dieser Vorkultur mit PBS gewaschen 
und anschließend in frisches HS-Medium aufgenommen. Die DC wurden dann in 
unterschiedlichen Zellzahlen (333 – 104 DC/well) in Triplikaten in 96-well-
Flachboden-Gewebekultur-Platten ausgesät. In jede Vertiefung wurden zusätzlich 
105 allogene CD4+CD45RA+ T-Zellen hinzugegeben. Die Kokulturen wurden für 4 
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Tage durchgeführt, dann wurde 1 µCi [3H]Thymidin/Vertiefung für die letzten 16 h 
des Versuchs appliziert. Zur Messung des in die DNA inkorporierten Thymidins 
wurden die Zellen auf Glass-Fiber-Filtern geerntet und der Einbau von Radioaktivität 
als Maß für die Proliferation der T-Zellen mit Hilfe des 1450 Microbeta Reading 
Systems (Perkin Elmer, Boston, USA) bestimmt. 
 
2.18.2 Bestimmung T-Zell-Polarisation 
DC induzieren nicht nur die Proliferation allogener T-Zellen, sondern beeinflussen 
durch die Sekretion von Zytokinen entscheidend die Programmierung von naiven 
CD4+CD45RA+ T-Zellen. Zur Beurteilung der T-Zell-Polarisation durch M-DC8+ DCs 
wurden Kokulturen durchgeführt wie beschrieben (s. Kap. 2.18.1), wobei hier jeweils 
104 M-DC8+ DCs nach sechsstündiger Vorkultur mit 105 allogenen T-Zellen kultiviert 
wurden. Zusätzlich wurden 100 ng/ml LPS zu jeder Kokultur gegeben. Nach 9-tägiger 
Kultur erfolgte eine unspezifische Restimulation der ruhenden T-Zellen durch 
Phorbol-Myristat-Säure und das Calcium-Ionophor Ionomycin. 
Zum Nachweis der produzierten Zytokine auf Einzelzellebene wurden die Zellen für 4 
h mit PMA (50 ng/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) stimuliert. 1 µg/ml Brefeldin A wurde 
während der letzten 3 h der Kultur zugegeben, um den Export von Proteinen aus der 
Zelle zu verhindern. Die Zellen wurden mit α-IFN-γ-FITC (B27) und α-IL-4-PE (MP4-
25D2) gefärbt wie für die intrazytoplasmatische Färbung von Zellen beschrieben (s. 
Kap. 2.14.2) und per Durchflußzytometrie analysiert. 
Alternativ wurden die Zellen für 22 h mit PMA (10 ng/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) 
restimuliert und anschließend die Zellüberstände durch Zentrifugation gewonnen. Die 
Überstände wurden bis zur Bestimmung der Produktion von IFN-γ und IL-4 mittels 
ELISA (Pharmingen) bei –20 °C gelagert (s. Kap. 2.15). 
 
2.19 Messung der Konzentration von zyklischem Adenosin-
Monophosphat 
Die Firma Amersham Biosciences bietet ein System zur schnellen Quantifizierung 
von cAMP in Zell-Lysaten an. Hierbei wird ein ähnliches Prinzip wie bei der 
Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA angewandt (s. Kap. 2.15). Zur Bestimmung 
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der cAMP-Konzentration in M-DC8+ DC wurden frisch isolierte Zellen in 96-well 
Rundboden-Gewebekultur-Platten (TTP Europe, Schweiz) (5 x 105/ well) kultiviert. Zu 
den Zeitpunkten 0, 15, 30 min und 1 h, 2 h, 4 h wurde die Kultur abgebrochen, die 
Zellen wurden zentrifugiert (3 min, 4° C, 360 g), die Überstände verworfen und das 
Zellpellet in Lysispuffer 1A des cAMP-Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) Systems 
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) aufgenommen und bei –80 ° C bis 
zur Weiterverarbeitung gelagert. Die Messung der intrazellulären cAMP-
Konzentration mit Hilfe des cAMP-Biotrak EIA Systems wurde nach den Angaben 
des Herstellers durchgeführt. Die Proben wurden jeweils doppelt angesetzt und 
bestimmt. 
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3 ERGEBNISSE  
3.1 Der Einfluss von cAMP-erhöhenden Agentien auf die Zytokin-
Produktion von M-DC8+ dendritischen Zellen 
M-DC8+ Zellen besitzen ein stark proinflammatorisches Potenzial. Während einer 6-
stündigen Vorkultur in vitro reifen isolierte M-DC8+ DC phänotypisch aus. Stimuliert 
man solche maturen Zellen mit LPS und IFN-γ produzieren sie große Mengen der 
proinflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-α sowie geringe Mengen des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10. Frisch isolierte Zellen dagegen sekretieren nach 
einer LPS/IFN-γ-Stimulation kein IL-12 und deutlich weniger TNF-α und IL-10 
(Schäkel et al., in Vorbereitung). IL-12 und TNF-α sind wichtige Mediatoren zur 
Abwehr von Pathogenen, ist ihre Produktion jedoch dereguliert, können sie zur 
Entstehung von Autoimmunkrankheiten beitragen (s. Kap. 1.1.2.3). Die Kontrolle 
dieser proinflammatorischen Zytokine steht dementsprechend im Fokus möglicher 
Therapien solcher Krankheiten. Viel versprechende Resultate wurden durch die 
Erhöhung des intrazellularen cAMP-Spiegels in Immunzellen erzielt. Analog hierzu 
wurden M-DC8+ DC in Anwesenheit verschiedener Agentien kultiviert, die die 
intrazelluläre cAMP-Konzentration erhöhen: di-butyryl (db)-cAMP, einem 
synthetischen cAMP-Analogon, Forskolin, einem Adenylatcyclase-Aktivator aus 
Coleus forskohlii, sowie Prostaglandin (PG) E2, einem körpereigenen Stoff, welcher 
über die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren EP2 und EP4 ebenfalls 
Adenylatcyclasen aktiviert. 
In Abbildung 3.1 ist zu sehen, dass alle drei verwendeten Agentien die IL-12-
Produktion fast vollständig hemmen. Die Sekretion von TNF-α wird ebenfalls effektiv 
um ca. 60 % blockiert. Dagegen produzieren M-DC8+ DC unter dem Einfluss von db-
cAMP, Forskolin und PGE2 mehr IL-10 als in dem Kontrollansatz. In Anwesenheit 
von PGE2 ist die Sekretion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 verdoppelt. 
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Abbildung 3.1 Die LPS/IFN-γ-induzierte Zytokinproduktion M-DC8+ DC unter dem Einfluss 
cAMP-erhöhender Agentien. M-DC8+ DC wurden für 30 min mit 100 µM dibutyryl-cAMP (db), 10 
µM Forskolin (F) oder 1 µM Prostaglandin E2 (PGE2) auf Eis präinkubiert, bevor sie für 6 h bei 
37 °C kultiviert wurden. Es erfolgte eine Stimulation mit LPS und IFN-γ (je 100 ng/ml). Nach 
weiteren 22 h in Kultur wurden die Überstände der Zellen abgenommen und bei –20 °C gelagert 
bis zur Messung der Konzentration von IL-12(p70), TNF-α und IL-10. Gezeigt sind die Daten 
eines repräsentativen Spenders von drei durchgeführten Versuchen (Mittelwerte und 
Standardfehler); *p < 0,05; **p < 0,01. 
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3.2 Nachweis von Phosphodiesterase 4-Aktivität in naiven M-DC8+ 
dendritischen Zellen und CD14+ Monozyten 
Der vorhergehende Versuch hatte gezeigt, dass der cAMP-Spiegel einen 
entscheidenden Einfluss auf die Zytokinsekretion von M-DC8+ DC hat. Nun wurde die 
Regulation der intrazellulären cAMP-Konzentration untersucht. In Immunzellen sind 
hauptsächlich Enzyme der PDE4-Familie für den Abbau von cAMP verantwortlich 
[Torphy, 1998] (s. Kap. 1.2.3). Die Aktivität dieser Enzyme wurde in frisch isolierten 
M-DC8+ DC bestimmt und zusätzlich auch in CD14+ Monozyten, um einen 
Referenzwert zu erhalten. Zur Durchführung eines solchen Versuches werden sehr 
große Zellmengen benötigt, daher wurden PBMC von 9 Spendern vereinigt und 
daraus M-DC8+ DC und anschließend CD14+ Monozyten mittels der MACS-Technik, 
wie beschrieben, isoliert. Zur Bestimmung der PDE4-Aktivität wurde die SPA-
Technologie verwandt (s. Kap. 2.16). 
 
Abbildung 3.2 PDE-Aktivität in M-DC8+ DC und CD14+ Monozyten. Die Zellen wurden aus 
vereinigten PBMC von neun Spendern isoliert und die Gesamt-PDE-Aktivität (schwarzer 
Balken) wurde mit der SPA-Technologie bestimmt (s. Kap. 2.16). Zur Bestimmung des Anteils 
der PDE4-Aktivität wurden drei verschiedene spezifische PDE4-Inhibitoren (Roflumilast, 
Rolipram und RPR73401) verwendet, die PDE3-Aktivität wurde mit Hilfe des PDE3-Inhibitors 
Cilostamid bestimmt. 
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In einem Ansatz wurde die gesamte cAMP-hydrolysierende Enzymaktivität 
gemessen, während in anderen Ansätzen je ein spezifischer PDE4-Inhibitor (10 µM 
Rolipram, 1 µM Roflumilast und 1 µM RPR73401) oder ein PDE3-Inhibitor 
(Cilomilast, 10 µM) anwesend war. 
Die Gesamt-PDE-Aktivität in frisch isolierten M-DC8+ DC beträgt 59 pmol/105 
Zellen/min. Durch PDE4-Inhibitoren wurde diese cAMP-hydrolysierende Aktivität um 
durchschnittlich 17 pmol/105 Zellen/min gehemmt. Drei unterschiedliche PDE4-
Inhibitoren lieferten vergleichbare Werte. In Monozyten wurde eine Gesamt-PDE-
Aktivität von 84 pmol/105 Zellen/min, welche durch die spezifische Inhibition der 
PDE4-Aktivität um 50 pmol/105 Zellen/min vermindert wurde. Auch hier waren die 
Unterschiede bei Messungen mit verschiedenen PDE4-Inhibitoren gering. Die von 
dem PDE3-Inhibitor Cilomilast gehemmte Aktivität betrug in M-DC8+ DC 33,9 
pmol/105 Zellen/min und in CD14+ Zellen 46 pmol/105 Zellen/min (Abbildung 3.2). 
 
3.3 Das Expressionsprofil der Phosphodiesterase 4-Subtypen in M-
DC8+ dendritischen Zellen 
Zur PDE4-Familie gehören vier Subtypen (A, B, C und D, s. Kap. 1.2.3.2). CD14+ 
Monozyten exprimieren auf mRNA-Ebene hauptsächlich den Subtyp 4B, während in 
aus Monozyten abgeleiteten DC vornehmlich PDE4A nachgewiesen wurde [Heystek 
et al, 2003]. 
Zur Untersuchung des Subtyp-Profils von M-DC8+ Blut-DC wurden PBMC mehrer 
Spender gepoolt, bevor daraus M-DC8+ DC mit Hilfe der MACS-Technik isoliert 
wurden. Um die DC maximal aufzureinigen, wurden die Zellen zusätzlich mittels 
eines FACSort-Gerätes sortiert. Anschließend wurde die RNA aus den M-DC8+ DC 
isoliert und cDNA synthetisiert.  
Die PCR wurden mit Primern durchgeführt, die so gewählt waren, dass sie mit 
Sequenzen verschiedener Exons hybridisieren, um eine Amplifikation genomischer 
Fragmente auszuschließen. 
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Abbildung 3.3 Expression der PDE4-Subtypen in M-DC8+ DC. Aus vereinigten PBMC mehrerer 
Spender wurden M-DC8+ DC isoliert. RNA wurde präpariert und in cDNA umgeschrieben (s. 
Kap. 2.17). Sequenzspezifische Primer wurden verwendet, um in einer PCR PDE4A, 4B, 4C und 
4D zu amplifizieren. HPRT diente als Kontrolle. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel 
aufgetrennt, welches Ethidiumbromid enthielt. 
 
Es ließ sich vorrangig mRNA des Subtyps PDE4A nachweisen, während PDE4B und 
PDE4D schwächer exprimiert werden. PDE4C-Transkripte waren nicht detektierbar. 
Zum Vergleich der Expressionsstärke wurde in einer parallelen PCR ein Fragment 
des Haushaltsgens Hypoxin-Ribosyl-Transferase (HPRT) amplifiziert (Abbildung 3.3). 
Um die Spezifität der Primerpaare zu verifizieren, wurden die jeweiligen PCR-
Fragmente in einen pGEM-T-Vektor kloniert und anschließend sequenziert. Ein 
Datenbankabgleich des National Center of Bioinformatics (NCBI) mit Hilfe des 
Algorithmus des „basic local alignment and search tools“ (BLAST) bestätigte, dass es 
sich bei den Amplifikaten um die jeweiligen PDE4-Subtypen handelt. 
 
3.4 Die IL-12-Produktion von M-DC8+ dendritischen Zellen und von 
CD14+ Monozyten wird durch die Blockade von 
Phosphodiesterase 4 reduziert. 
Die Bedeutung erhöhter cAMP-Spiegel für die Zytokinproduktion M-DC8+ DC ließ 
sich eindrucksvoll belegen (s. Kap. 3.1). Des Weiteren wurde die Aktivität von PDE4 
in diesen Zellen nachgewiesen. Mit dem Ziel, den intrazellulären cAMP-Spiegel zu 
erhöhen, wurde die Aktivität von cAMP-hydrolysierender PDE4 blockiert. Hierfür 
wurden in Kooperation mit elbion AG, Radebeul, die klinisch relevanten PDE4-
Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast verwendet, um mögliche therapeutische 
Anwendungen zu untersuchen. 
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Wie unsere Arbeitsgruppe bereits beschrieben hat [Schäkel et al. in Vorbereitung], 
produzieren M-DC8+ DC wesentlich größere Mengen von bioaktivem IL-12 als CD14+ 
Monozyten. Nachdem in beiden Zelltypen eine Aktivität von PDE4 nachgewiesen 
werden konnte, wurde die Sensitivität gegenüber deren Inhibition anhand der IL-12-
Produktion untersucht. In den dargestellten Beispielen wird bestätigt, dass M-DC8+ 
DC CD14+ Monozyten in Bezug auf die IL-12-Produktion deutlich übertreffen 
(Abbildung 3.4). Die Monozyten des dritten Spenders sekretierten keine 
nachweisbaren Mengen IL-12. 
 
Abbildung 3.4 Vergleich der IL-12(p70)-Produktion von M-DC8+ DC und CD14+ Monozyten. 
Frisch isolierte Zellen wurden mit 1 µM AWD12-281, Roflumilast oder Lösungsmittelkontrolle 
(DMSO) für 30 min vorinkubiert und anschließend wie beschrieben kultiviert und stimuliert. IL-
12(p70) wurde in den Überständen mittels ELISA detektiert. Die Kulturen wurden in Tripletts 
durchgeführt. Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Spendern sind abgebildet. 
 
Durch Zugabe der PDE4-Inhibitoren AWD12-281 oder Roflumilast konnte die IL-12-
Sekretion in beiden Zelltypen deutlich vermindert werden. Die Reduktion betrug bis 
zu 95 %. 
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3.5 Veränderung des Zytokinprofils von M-DC8+ dendritischen 
Zellen durch die Inhibition der Phosphodiesterase 4-Aktivität 
Aufgrund der deutlich höheren Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-12 
durch M-DC8+ DC im Vergleich zu Monozyten, konzentrierten sich die nachfolgenden 
Untersuchungen auf M-DC8+ DC. Da DC eine zentrale Stellung bei der Auslösung 
spezifischer Immunantworten innehaben, stellen diese Zellen ein attraktives Ziel für 
die pharmakologische Intervention bei chronisch entzündlichen Krankheiten dar. 
Anhand von M-DC8+ DC kann man den Einfluss anti-inflammatorischer Substanzen 
auf native DC im humanen System untersuchen. 
Die PDE4-Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast bewirkten eine Dosis-abhängige 
Reduktion der IL-12(p70)- und TNF-α-Sekretion während gleichzeitig eine 
konzentrationsabhängige Steigerung der IL-10-Produktion beobachtet wurde. 
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Abbildung 3.5 Dosis-abhängiger Einfluss von AWD12-281 (AWD) auf die Produktion von IL-
12(p70), TNF-α und IL-10. Die M-DC8+ DC wurden wie beschrieben kultiviert. Wie angegeben, 
wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des PDE4-Inhibitors vorinkubiert und 
nach 6 h mit LPS und IFN-γ stimuliert Die Abbildung zeigt Daten eines repräsentativen 
Spenders (n = 7), die Kulturen wurden als Dupletten angesetzt, der Mittelwert und 
Standardfehler sind dargestellt; *p < 0,05; **p < 0,01. 
 
Abbildung 3.5 zeigt die Daten eines repräsentativen Spenders: unstimulierte M-DC8+ 
DC produzieren kein IL-12, erfolgt jedoch nach 6-stündiger Vorkultur die Zugabe von 
LPS und IFN-γ, so werden beträchtliche Mengen von IL-12 sekretiert. In Anwesenheit 
des PDE4-Inhibitors AWD12-281 ist dies in der höchsten gestesten Konzentration (1 
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µM) um ca. 95 % reduziert. Auch 0,1 µM AWD12-281 bewirkt noch eine deutliche 
Hemmung, während in Anwesenheit von 0,01 µM AWD12-281 keine Unterschiede 
zur Kontrolle mehr messbar sind. 
Unstimulierte M-DC8+ DC können geringe Mengen von TNF-α freisetzen. Weitaus 
höhere Konzentrationen können jedoch im Überstand LPS/IFN-γ-stimulierter DC 
nachgewiesen werden. Auch hier zeigt sich eine Dosis-abhängige Reduktion in 
Anwesenheit von AWD12-281. Die TNF-α-Produktion wurde um maximal 70 % 
vermindert.  
Wie bereits die Vorversuche mit db-cAMP, Forskolin und PGE2 gezeigt hatten, wird 
die IL-10-Produktion von M-DC8+ DC durch die Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Konzentration gefördert. Dieser Effekt wurde auch bei Verwendung von PDE4-
Inhibitoren deutlich. Unstimulierte M-DC8+ DC sekretieren nur geringe Mengen 
dieses anti-inflammatorischen Zytokins. Nach Stimulation mit LPS/IFN-γ steigt die 
Menge um etwa das 10-fache an. In der höchsten Konzentration des PDE4-
Hemmers AWD12-281 (1 µM) wurde die IL-10-Freisetzung nochmals verdoppelt. 
Auch die Steigerung der IL-10-Produktion war abhängig von der eingesetzten 
Konzentration des PDE4-Inhibitors. 
Da spenderabhängige Unterschiede in der LPS/IFN-γ-stimulierten Zytokinsekretion 
auftreten können, wurden 7 Spender untersucht und die Veränderung der 
Zytokinproduktion gemittelt (Abbildung 3.6). Im Durchschnitt wurde die IL-12-
Produktion durch AWD12-281 um 90 % und durch Roflumilast um 88 % vermindert. 
In einzelnen Versuchen wurde sogar eine komplette Blockade beobachtet. Die TNF-
α-Sekretion wurde typischerweise um 80 % und 70% von AWD12-181 respektive 
Roflumilast gehemmt, wohingegen die IL-10-Freisetzung im Mittel verdoppelt wurde. 
In dieser Abbildung kommt auch zum Ausdruck, dass die Steigerung der IL-10-
Produktion Spender-abhängig deutlichen Schwankungen unterlag. 
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Abbildung 3.6 Gemittelter Einfluss der PDE4-Inhibitoren AWD12-281 (1 µM; schwarz) und 
Roflumilast (1 µM; grau) auf die Zytokinsekretion M-DC8+ DC [Prozent der Kontrolle]. 100% 
(gestrichelte Linie) entsprechen der im Überstand LPS/IFN-γ-stimulierter DC gemessenen 
Konzentration des jeweiligen Zytokins. Die Daten sind Mittelwerte aus mehreren Versuchen (n 
= 7), die Standardabweichungen sind angegeben; *p < 0,05; **p < 0,01. 
 
Weiterhin wurde untersucht, ob die Inhibition der PDE4-Aktivität zu einem späteren 
Zeitpunkt eine ebenso starke Wirkung auf die Zytokinproduktion M-DC8+ DC ausübt. 
Wie in Abbildung 3.7 deutlich wird, sind durch die Zugabe von AWD12-281 nach 6-
stündiger Vorkultur ähnliche Effekte zu beobachten wie die oben beschriebenen. 
Jedoch ist die Wirkung des PDE4-Inhibitors dann deutlich schwächer ausgeprägt. 
Die Höhe der IL-10-Produktion ist unverändert. 
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Abbildung 3.7 Einfluss des PDE4-Inhibitors 
AWD12-281 auf die Zytokinproduktion M-DC8+ 
DC bei Zugabe zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten. M-DC8+ DC wurden entweder 
direkt nach der Isolation oder nach 6-
stündiger Vorkultur für 30 min mit 1 µM 
AWD12-281 inkubiert und nach 6,5 h mit LPS 
und IFN-γ stimuliert. Die Analyse der 
Zytokinsekretion erfolgte mittels ELISA wie 
beschrieben. Die Ansätze wurden jeweils 
doppelt durchgeführt, Mittelwerte und 
Standardfehler sind angegeben. Die Daten 
eines repräsentativen Spenders sind 
abgebildet (n = 3). 
 
3.6 Die IL-12-Produktion kann durch die Blockade des IL-10-
Rezeptors rekonstitutiert werden. 
Derzeit ist noch nicht geklärt, auf welchem Weg die starke Hemmung von IL-12 durch 
erhöhte cAMP-Spiegel bewirkt wird. Es wird kontrovers diskutiert, inwieweit IL-10 
hierbei eine Rolle spielt. Um dieser Frage im Hinblick auf M-DC8+ DC nachzugehen, 
wurde der IL-10-Rezeptor mit einem Antikörper blockiert. Dieser Antikörper löst nach 
der Erkennung seiner Zielstruktur kein Signal aus, sondern verhindert nur die 
Bindung von IL-10 an seinen Rezeptor. Zur Kontrolle wurde ein Antikörper 
entsprechenden Isotyps verwendet. 
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Abbildung 3.8 Die Sekretion von IL-12(p70) wird von der Signaltransduktion über den IL-10-
Rezeptor beeinflusst. Frisch isolierte M-DC8+ DC wurden wie angegeben mit 1 µM AWD12-281 
(AWD) vorinkubiert. Zusätzlich war in einem Ansatz ein α-IL-10-Rezeptor-Antikörper anwesend, 
beziehungsweise in einem Kontrollansatz ein Kontroll-Antikörper entsprechenden Isotyps. 
Nach 6 h erfolgte die Stimulation mit LPS und IFN-γ wie beschrieben und weitere 22 h später 
konnten die Überstände zur Analyse der IL-12(p70)-Sekretion im ELISA abgenommen werden. 
Ein Experiment ist repräsentativ für drei Versuche abgebildet, die Ansätze wurden als 
Dupletten durchgeführt, Mittelwert und Standardfehler sind angegeben. 
 
In Abbildung 3.8 ist die IL-12(p70)-Produktion von M-DC8+ DC dargestellt. 
Unstimulierte Zellen produzieren kaum nachweisbare Mengen des Zytokins, während 
mit LPS und IFN-γ stimulierte Zellen etwa 800 pg/ml IL-12 sekretieren. Die Hemmung 
der IL-12-Produktion um ca. 90 % durch 1 µM AWD12-281 konnte mit Hilfe eines 
blockierenden α-IL-10R-Ak aufgehoben werden, nicht jedoch durch einen 
irrelevanten Antikörper. 
 
3.7 Die Programmierung von TH1-Effektorzellen durch M-DC8+ 
Zellen wird von Phosphodiesterase 4-Inhibitoren vermindert. 
Aktivierte DC stimulieren die Proliferation Antigen-spezifischer T-Zellen sehr effizient. 
Darüber hinaus entscheiden die von den DC sekretierten Zytokine maßgeblich über 
die Programmierung der T-Helferzellen (s. Kap. 1.1.2.2). 
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a)  
 
b)  
Abbildung 3.9 Reduzierte TH1-Polarisation durch PDE4-Inhibitor-vorbehandelte M-DC8+ DC.  
a) Um die TH-Zell-polarisierende Funktion M-DC8+ DC zu untersuchen, wurden die M-DC8+ 
DC zunächst für 6 h in An- oder Abwesenheit von AWD12-281 oder Roflumilast 
vorkultiviert. Anschließend wurden die DC gewaschen, mit LPS (100ng/ml) stimuliert 
und mit allogenen naiven CD4+CD45RA+ T-Zellen im Verhältnis 1 : 10 für 9 Tage 
kokultiviert. Zur Aktivierung ruhender T-Zellen wurden die Zellen mit PMA (10 ng/ml) 
und Ionomycin (1 µg/ml) stimuliert und 22 h später die Zellüberstände gesammelt. Zur 
Evaluierung der T-Zell-Polarisation wurde die Konzentration von IFN-γ, IL-4 und IL-10 
mittels ELISA gemessen. Vier unabhängige Versuche sind dargestellt. 
b) Zur Analyse der T-Zell-Programmierung auf Einzelzellebene wurden die T-Zellen an Tag 
9 der Kultur ebenfalls mit PMA (50 ng/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) stimuliert und für 4 h 
kultiviert. Eine Stunde nach der Stimulation wurde den Ansätzen Brefeldin A (1 µg/ml) 
zugesetzt, welches den Export von Proteinen aus dem endoplasmatischen Retikulum 
verhindert. Neu gebildete Proteine akkumulieren daher im Zellinneren. Nach Ablauf der 
Kulturdauer wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, sodass mit spezifischen 
Fluoreszenz-markierten Antikörpern intrazellulär akkumuliertes IFN-γ und IL-4 detektiert 
werden konnte. In einem Durchflusszytometer wurde die Fluoreszenz der Zellen 
gemessen. Die Zahlen in den Dot blots geben den Anteil IFN-γ+ Zellen an, in Klammern 
sind zusätzlich die mittleren Fluoreszenzintensitäten der IFN-γ-Färbung im rechten 
unteren Quadranten angegeben. Die Abbildung zeigt einen repräsentativen Versuch (n 
= 3). 
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Wie in Abbildung 3.9a zu sehen ist, induzieren unbehandelte M-DC8+ DC (ctrl) 
Effektor-T-Zellen, die hauptsächlich IFN-γ sekretieren, das für eine TH1-
Programmierung charakteristische Zytokin. Eine Vorbehandlung der M-DC8+ DC mit 
dem PDE4-Inhibitor AWD12-281 reduzierte die IFN-γ-Sekretion PMA/Ionomycin-
stimulierter T-Zellen deutlich. Bei drei von vier Spendern konnte das TH1-Zytokin 
nahezu vollständig blockiert werden. Die Produktion des TH2-Zytokins IL-4 durch 
restimulierte T-Zellen variierte in einem niedrigen Bereich, maximal wurden 500 
pg/ml gemessen, wenn unbehandelte M-DC8+ DC zur Induktion der Programmierung 
verwendet worden waren. Dies wurde durch Vorkultur der DC in Anwesenheit von 
AWD12-281 nicht signifikant verändert. Gleichermaßen sekretierten derart aktivierte 
T-Zellen nur geringe Mengen des regulatorischen Zytokins IL-10 (< 200 pg/ml), was 
ebenso unbeeinflusst blieb. 
Zur Auswertung der T-Zell-Programmierung auf Einzelzellebene (Abbildung 3.9b) 
wurden die von den T-Zellen synthetisierten Zytokine im Zellinneren detektiert 
werden. Hierfür wurde der Export der Proteine aus dem endoplasmatischen 
Retikulum mit Hilfe von Brefeldin A blockiert. Nach der Permeabilisierung der Zellen 
konnten IFN-γ und IL-4 in restimulierten T-Zellen von spezifischen Antikörpern 
erkannt und mittels Durchflusszytometrie analysiert werden. Im gezeigten Beispiel 
induzierten unbehandelte M-DC8+ DC 46 % IFN-γ+, das heißt TH1-polarisierte Zellen, 
während kaum IL-4+, also TH2-programmierte Zellen nachweisbar waren. In Kokultur 
mit AWD12-281- oder Roflumilast-vorbehandelten DC entwickelte sich ein deutlich 
geringerer Anteil von IFN-γ-produzierenden T-Zellen (26% respektive 29%). Dies 
entspricht einer Reduktion IFN-γ+ Zellen um etwa 40 %. Zusätzlich war auch die 
Menge der in den individuellen T-Zellen nachgewiesenen IFN-γ-Moleküle niedriger, 
was sich an der geringeren mittleren Fluoreszenz-Intensität (MFI) ablesen lässt. 
Eine Veränderung des Anteils IL-4+ Zellen war nicht zu beobachten. 
 
 
3.8 PDE4-Inhibitoren haben keinen Einfluss auf die phänotypische 
in vitro-Maturation von M-DC8+ dendritischen Zellen.  
Wie bereits beschrieben, ist eine 6-stündige Vorkultur der M-DC8+ DC die 
Voraussetzung für die Induktion der außerordentlich hohen Sekretion 
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proinflammatorischer Zytokine durch LPS/IFN-γ [Schäkel et al., in Vorbereitung]. 
Während dieser Zeit reifen M-DC8+ DC phänotypisch aus. Die Maturation 
manifestiert sich in der veränderten Expression verschiedener Zelloberflächenmarker 
(s. Kap. 1.1.2.1)  
 
Abbildung 3.10 Darstellung der phänotypischen Veränderungen von M-DC8+ DC während einer 
6-stündigen in vitro-Kultur. Isolierte M-DC8+ DC wurden entweder direkt (0 h, obere Reihe) oder 
nach 6-stündiger Inkubation bei 37 °C (6 h, untere Reihe), mit fluoreszenz-gekoppelten 
Antikörpern gegen CD16, CD83 und HLA-DR markiert und im Durchflusszytometer analysiert. 
Es sind Punkt-Darstellungen zu sehen, jeder Punkt entspricht einer Zelle. In der ersten Spalte 
ist der Seitwärts-Scatter (SSC) gegen den Vorwärts-Scatter (FSC) abgebildet. Als R1 ist die 
Region bezeichnet, in deren Grenzen Zellen mit gleicher Größe (FSC) und Granularität (SSC) 
wie M-DC8+ DC liegen. Nur Zellen dieser Region sind in den übrigen Abbildungen erfasst. Die 
zweite Spalte zeigt die Expressionsdichte von CD83 gegenüber CD16, während die dritte Spalte 
CD83 gegenüber HLA-DR darstellt. 
 
Die veränderte Expression von Oberflächenmolekülen kann mittels 
Durchflusszytometrie gemessen werden. Da der Antikörper M-DC8 neben DC auch 
eine weitere kleine Zellpopulation in geringem Ausmass markiert, wurden nur Zellen 
einer bestimmten Größe und Granularität beurteilt (Region R1, Abbildung 3.10). 
Gleichzeitig wurden auf diese Weise tote Zellen (im Scatter links unten) 
ausgeschlossen. Frisch isolierte M-DC8+ DC exprimieren den Fcγ-Rezeptor CD16 
(mittlere Spalte oben) sowie HLA-DR-Moleküle (rechte Spalte oben). Der DC-
Maturationsmarker CD83 ist nicht nachweisbar. Bereits nach 6-stündiger Kultur 
jedoch kann CD83 an der Zelloberfläche von M-DC8+ DC nachgewiesen werden, die 
Expression von HLA-DR wird noch erhöht, während die Dichte von CD16 deutlich 
abnimmt (untere Reihe). 
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Es wurde beschrieben, dass die Erhöhung der cAMP-Konzentration durch PGE2 oder 
Forskolin die phänotypische Maturation Monozyten-abgeleiteter DC induzieren. Da 
die Zytokinsekretion nativer M-DC8+ DC durch die Anwesenheit dieser Substanzen 
während der 6-stündigen Vorkultur stark verändert wird, wurde untersucht, ob eine 
Akkumulation von cAMP die in dieser Zeit stattfindende in vitro-Maturation M-DC8+ 
Zellen moduliert. 
FACS-Analysen zeigten, dass die PDE4-Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast 
keinen Einfluss auf die Expression der Oberflächenantigene von M-DC8+ DC hat. In 
Abbildung 3.11 sind die Expressionsdichten der Oberflächenmoleküle in Form von 
Histogrammen dargestellt. 
Der Fcγ-Rezeptor CD16, welcher von frisch isolierten M-DC8+ DC in hoher Dichte 
exprimiert wird (MFI: 547), ist nach 6-stündiger Kultur nur noch in geringer Dichte an 
der Zelloberfläche nachweisbar (MFI: 59), auch wenn während der Kultur 1 µM 
Roflumilast anwesend ist (MFI: 45). 
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Abbildung 3.11 Der Phänotyp M-DC8+ DC wird nicht von PDE4-Inhibitoren reguliert. Frisch 
isolierte Zellen oder M-DC8+ DC, die in An- oder Abwesenheit des PDE4-Inhibitors Roflumilast 
(1 µM) kultiviert worden waren, wurden mittels FACS-Analyse phänotypisiert. Grau gefüllte 
Histogramme zeigen die Markierung mit spezifischen Antikörpern, während offene 
Histogramme die respektiven Isotyp-Kontrollen repräsentieren. Die mittlere 
Fluoreszenzintensität (MFI) ist in jedem Histogramm angegeben. Die gezeigten Daten stammen 
aus einem von vier unabhängigen Experimenten. 
 
CD83, der Maturationsmarker für DC, ist auf frisch isolierten Zellen kaum 
nachweisbar (MFI: 15) und wird im Laufe der in-vitro-Kultur auf der Zelloberfläche 
exprimiert. Die Dichte von CD83 auf unbehandelten M-DC8+ DC (MFI: 49) 
unterscheidet sich nicht signifikant von der Expressionsstärke des Moleküls auf 
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Roflumilast-behandelten DC (MFI: 44). CD80 ist auf frisch isolierten Zellen ebenfalls 
nur schwach detektierbar und lässt sich erst nach einer in vitro-Kultur nachweisen. 
Auf Zellen, die mit dem PDE4-Inhibitor inkubiert wurden, war die Expression in 
diesem Fall leicht verringert (MFI: 19).  
CD86 wird bereits von immaturen M-DC8+ DC moderat exprimiert (MFI 58) und wird 
sowohl von unbehandelten wie auch von Roflumilast-behandelten DC weiter 
aufreguliert (MFI 99 und 108 respektive). 
Die Dichte von MHC I-Molekülen (HLA-ABC) ist schon zu Beginn der Kultur hoch 
(MFI 471), was während der Maturation noch gesteigert wird (MFI 675), ohne 
signifikante Veränderungen durch Roflumilast (MFI 693). Gleichermaßen sind auch 
MHC II-Moleküle (HLA-DR) auf frisch isolierten M-DC8+ DC vorhanden und gelangen 
während der Kultur in noch größerem Umfang an die Zelloberfläche. 
Auch die Expression der Adhäsionsmoleküle CD54 und CD58 wurde untersucht. 
Beide Strukturen sind auf unreifen M-DC8+ DC nachweisbar. Die Expressionsdichte 
steigt aber im Verlauf der in-vitro-Kultur nochmals an. Im abgebildeten Versuch ist 
die CD58-Expression in Anwesenheit des PDE4-Hemmers leicht vermindert, dies 
erwies sich innerhalb der Testreihe jedoch als nicht signifikant. 
Ähnliche Resultate ergaben sich bei wiederholten Versuchen sowohl mit Roflumilast 
und AWD12-281, als auch in Anwesenheit anderer cAMP-erhöhender Agentien (db-
cAMP, Forskolin und PGE2). 
 
3.9 PDE4-Inhibitoren modulieren die Induktion allogener T-Zell-
Proliferation durch M-DC8+ DC nicht. 
Eine charakteristische Eigenschaft von DC ist ihre Fähigkeit, T-Zellen zu starker 
Proliferation anzuregen. Das Ausmaß dieser T-Zell-Proliferation wird von der 
Expression kostimulatorischer Moleküle wie CD80 und CD86 auf der Oberfläche der 
DC mitbestimmt (s. Kap. 1.1.2.2) Um das aktivierende Potential M-DC8+ DC zu 
bestimmen, wurden die DC ohne weitere Zusätze oder in Anwesenheit von 1 µM 
AWD12-281 für 6 h vorkultiviert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und 
gegen eine konstante Anzahl von allogenen CD4+CD45RA+ T-Zellen titriert. Es 
wurden DC : T-Zell-Verhältnisse von 1 : 270 bis 1 : 10 getestet. Nach fünftägiger 
Kultur wurde die T-Zell-Proliferation anhand des Einbaus von [3H]-Thymidin bestimmt 
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(Abbildung 3.12). Bei einem DC : T-Zell-Verhältnis von 1: 270 war keine T-Zell-
Proliferation erkennbar. Jedoch induzierten unbehandelte M-DC8+ DC bereits bei 
einem Verhältnis von 1 : 90 eine deutliche Proliferation von allogenen T-Zellen (1800 
cpm), was sich mit wachsender Ratio kontinuierlich steigerte und bei 1 : 10 einen 
maximalen Wert von ca. 65.000 cpm erreichte. Obwohl mit AWD12-281 vorkultivierte 
DC auch bei einem DC : T-Zell-Verhältnis von 1 : 90 keine Proliferation induzierten, 
lösten sie in größerer Anzahl eine ähnliche T-Zell-Aktivierung aus wie unbehandelte 
DC. 
 
Abbildung 3.12 PDE4-Inhibitoren beeinflussen die T-Zell-stimulatorische Kapazität von M-DC8+ 
DC nicht. M-DC8+ DC wurden mit (Dreiecke) oder ohne 1 µM AWD12-281 (Punkte) für 6 h 
kultiviert. Die Zellen wurden dann gewaschen und zur Stimulation allogener naiver 
CD4+CD45RA+ T-Zellen in verschiedenen DC : T-Zell-Verhältnissen verwendet. Der Einbau von 
radioaktivem [3H]-Thymidin wurde an Tag 4 gemessen. Ein repräsentatives Experiment ist 
abgebildet (n = 4). Die Experimente wurden als Triplikate durchgeführt, Mittelwert und 
Standardabweichung sind angegeben. 
 
3.10 Adenylat-Cyclase-Inhibitoren blockieren die phänotypische 
Ausreifung M-DC8+ Zellen. 
Die Akkumulation von cAMP in M-DC8+ DC führt zur Hemmung der Produktion 
proinflammatorischer Zytokine und fördert die IL-10-Sekretion. Gleichzeitig bleibt die 
Ausreifung unbeeinflusst von der künstlichen Erhöhung der intrazellulären cAMP-
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Konzentration. Es ist bekannt, dass cAMP aktivierend auf Zellen des Immunsystems 
wirkt, so auch auf Mo-DC. Durch synthetische cAMP-Analoga oder die Förderung der 
cAMP-Synthese kann die phänotypische Ausreifung dieser DC induziert werden 
[Bagley et al, 2004]. Ob cAMP auch in natürlich vorkommenden DC eine ähnliche 
Rolle spielt, konnte bislang noch nicht untersucht werden, da native DC aufgrund 
ihrer geringen Anzahl nur schwierig zu gewinnen sind. M-DC8+ DC, eine Population 
nativer DC im humanen Blut, reifen in vitro aus. Die Hypothese, dass cAMP zu dieser 
Maturation M-DC8+ DC beiträgt, wurde durch die Hemmung von Adenylatcyclasen 
(AC) geprüft. Diese Enzyme synthetisieren cAMP und könnten somit an der Induktion 
der Ausreifung von M-DC8+ DC beteiligt sein. 
Zwei AC-Inhibitoren, SQ22536 und 2’,5’-Dideoxyadeonsin (DDA), zeigten eine 
deutliche Hemmung der Ausreifung von M-DC8+ DC. In Abbildung 3.13 (obere 
Reihe) ist anhand des DC-Maturationsmarkers CD83 die Dosis-abhängige Hemmung 
durch DDA dargestellt. Die zunächst geringe und im Laufe der in vitro-Kultur 
verstärkte Expression von CD83 wurde bereits beschrieben (s. Kap. 3.8). In 
Konzentrationen von 0,01 mM und 0,1 mM hatte der AC-Inhibitor keinen 
nennenswerten Einfluss auf die CD83-Expression. Die Hemmung wurde ab 0,25 mM 
DDA manifest (MFI ~ 54), 0,5 mM DDA hemmten die CD83-Expression um die Hälfte 
(MFI ~ 25) und in größeren Konzentrationen kam es zu einer fast vollständigen 
Blockade. 
Die Wirkung von DDA beruhte nicht auf einer erhöhten Sterblichkeit der M-DC8+ DC, 
wie in der unteren Reihe der Histogramme in der Abbildung zu sehen ist. Hier 
wurden Zellen in parallelen Experimenten mit 7AAD markiert. Dieser Farbstoff ist ein 
Indikator für die Membranintegrität. Nur in geschädigte Zellen kann er eindringen und 
dort in der DNA interkalieren. 
Die Analyse der 7AAD+ Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von 
DDA zeigte, dass der Anteil toter Zellen bei frisch isolierten Zellen mit etwa 2 % recht 
gering ist, aber im Verlauf der Kultur auf 5 % ansteigt. Höhere Konzentrationen von 
DDA (0,5 – 1 mM) verursachten eine nur minimal erhöhte Sterblichkeit von M-DC8+ 
DC (7 – 8 %). Bei der Auswertung von FACS-Messungen wurden geschädigte Zellen 
anhand ihrer Größe ausgeschlossen. 
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Abbildung 3.13 Auswirkung verschiedener Konzentrationen des AC-Hemmers DDA auf CD83-
Expression und Vitalität M-DC8+ DC. 
obere Reihe: Dosis-abhängige Hemmung der CD83-Expression durch AC-Hemmer. Frisch 
isolierte M-DC8+ DC wurden in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen des AC-
Inhibitors DDA für 6 h inkubiert. Die Expression des DC-Maturationsmarkers CD83 wurde mit 
Hilfe eines spezifischen Fluoreszenz-markierten Antikörpers (grau gefüllt) mittels 
Durchflusszytometrie nachgewiesen, offene Histogramme stellen die Isotyp-Kontrolle dar. 
untere Reihe: in parallelen Experimenten wurde mit Hilfe von 7AAD das Überleben M-DC8+ DC 
in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von DDA untersucht. In der von Marker M1 
abgegrenzten Region sind 7AAD+ Zellen erfasst. Der Anteil 7AAD+ Zellen an der 
Gesamtpopulation ist angegeben. 
 
Die veränderte Expression weiterer Oberflächenantigene nach sechsstündiger Kultur 
wurde ebenfalls zuvor beschrieben (s. Kap. 3.8). Der Einfluss von AC-Inhibitoren auf 
diese Moleküle wird in Abbildung 3.14 gezeigt. 
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Abbildung 3.14 Der AC-Inhibitor DDA hemmt die phänotypische Maturation M-DC8+ DC. Frisch 
isolierte Zellen wurden direkt mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern markiert und per 
Durchflusszytometrie analysiert (0 h). Andernfalls wurden sie ohne (Kontrolle) oder mit 1 mM 
DDA für 30 min auf Eis vorinkubiert und anschließend für 6 h bei 37 °C kultiviert und dann mit 
Antikörpern für die FACS-Analyse markiert. Die Histogramme zeigen in grau die Bindung 
spezifischer Antikörper und in weiß die entsprechenden Isotyp-Kontrollen. Die Zahlen geben 
die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der spezifischen Färbung an. 
ERGEBNISSE 66 
Die zunächst starke Expression des Fcγ-Rezeptors CD16 wurde während der Kultur 
reduziert. Auch in Anwesenheit des AC-Inhibitors kam es zu einer Verringerung der 
Expressionsdichte, jedoch ließen sich mehr CD16-Moleküle auf der Zelloberfläche 
nachweisen als bei unbehandelten DC. 
 
Abbildung 3.15 Einfluss der AC-Blockade auf den Phänotyp M-DC8+ DC von 6 Spendern. Die 
Zellen wurden wie beschrieben isoliert, für 6 h kultiviert und anschließend mit spezifischen 
Antikörpern markiert. Weiße Balken: frisch isolierte M-DC8+ DC, schwarze Balken: Kontrolle 
nach 6-stündiger Kultur, graue Balken: 6-stündige Kultur in Anwesenheit von 1 mM SQ22356. 
 
Die Expression der übrigen untersuchten Moleküle (CD83, CD80, CD86, HLA-ABC, 
HLA-DR, CD54 und CD58) wurde in Anwesenheit von DDA deutlich reduziert. Die 
mittlere Fluoreszenz entsprach meist dem Wert frisch isolierter M-DC8+ DC. 
In wiederholten Versuchen zeigte sich eine vergleichbare Wirkung des AC-Inhibitors 
SQ22536 auf die Expression von CD16 und CD83, während der Einfluss auf die 
Dichte von HLA-DR nicht durchgängig zu beobachten war (s. Abbildung 3.15). 
 
3.11 Verlauf der intrazellulären cAMP-Konzentration in M-DC8+ 
dendritischen Zellen 
Die in vitro Maturation M-DC8+ DC konnte durch die Blockade der AC-Aktivität 
reduziert werden. Demzufolge war anzunehmen, dass diesem Prozess ein zumindest 
kurzzeitiger Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration zugrunde liegen muss. 
Um diese Hypothese zu testen, wurde die Konzentration von cAMP in M-DC8+ DC zu 
verschiedenen Zeitpunkten gemessen. 
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Abbildung 3.16 cAMP-Konzentration in M-DC8+ DC. M-DC8+ DC wurden isoliert und für die 
angegebenen Zeiträume bei 37 °C kultiviert. Anschließend wurden die Zellen bei 4 °C 
zentrifugiert, die Überstände abgenommen, die Zellen mit Lysispuffer versetzt und bei – 80 °C 
bis zur Durchführung des cAMP-EIA gelagert (s. Kap. 2.19). Die Versuche wurden jeweils 
doppelt angesetzt, die Mittelwerte von unabhängigen Versuchen mit vier Spendern sind 
angegeben 
 
Der zeitliche Verlauf der cAMP-Konzentration ist annähernd glockenförmig. Zunächst 
waren nur geringe Mengen cAMP nachweisbar, doch bereits nach 30-minütiger 
Kultur war eine Zunahme von cAMP messbar, was in individuellen Versuchen nach 
längerer Kulturdauer noch verstärkt war. Nach maximal 2-stündiger Inkubation 
erreichte die cAMP-Konzentration wieder den Ausgangswert (Abbildung 3.16).  
 
3.12 Das cAMP-Analogon 8-Br-cAMP rekonstituiert die Expression 
von CD83 in Anwesenheit von Adenylat-Cyclase-Inhibitoren.  
In kultivierten M-DC8+ DC ließ sich eine Erhöhung der cAMP-Konzentration 
nachweisen. AC-Inhibitoren hemmen die Generation des second messengers und 
damit die phänotypische Maturation von M-DC8+ DC. Um zu belegen, dass die 
Aktivierung durch intrazellulär erhöhtes cAMP ausgelöst wird, sollte die Maturation 
M-DC8+ DC bei einer Blockade der cAMP-Neusynthese mit Hilfe von cAMP 
rekonstituiert werden. Zu diesem Zweck wurde 8-Br-cAMP verwendet. Es handelt 
sich hierbei um einen synthetisches cAMP-Analogon, welches lipophiler als cAMP ist 
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und somit die Zellmembran leicht permeieren kann. 8-Br-cAMP aktiviert 
Proteinkinase A  und wird von Phosphodiesterasen nur langsam metabolisiert 
[Ringler et al, 1989]. 
Als Parameter zur Beurteilung der Maturation wurde CD83 herangezogen, welches 
auf der Oberfläche frisch isolierter M-DC8+ DC nicht nachweisbar ist, aber im Verlauf 
der Ausreifung induziert wird.  
In Abbildung 3.17 sieht man, dass die zunächst CD83- M-DC8+ DC während einer 6-
stündigen Kultur einen CD83+ Phänotyp erlangen (MFI: 38), was durch Anwesenheit 
des AC-Inhibitors DDA (0,5 mM) stark gemindert wird (MFI: 20). Durch die Zugabe 
von 8-Br-cAMP (5 µM) konnte die CD83-Expression rekonstituiert werden. Die 
Expressionsdichte von CD83 dieser Zellen ist ähnlich wie in dem unbehandelten 
Kontrollansatz. 
 
Abbildung 3.17 Rekonstitution der CD83-Expression durch 8-Br-cAMP. M-DC8+ DC wurden mit 
0,5 mM DDA und 5 µM 8-Br-cAMP für 30 min auf Eis vorinkubiert und anschließend für 6 h bei 
37 °C kultiviert. Danach wurde die Expression von CD83 mit Hilfe von spezifischen Antikörpern 
in der FACS-Analyse nachgewiesen. Als Vergleich dienen frisch isolierte Zellen und M-DC8+ 
DC, die ohne Zusätze kultiviert wurden. Angegeben ist die mittlere Expressionsdichte von 
CD83. Ein repräsentativer Versuch ist abgebildet (n = 3). 
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3.13 Adenylat-Cyclase-Inhibitoren blockieren die LPS/IFN-γ-
induzierte Zytokinsekretion M-DC8+ dendritischer Zellen. 
Durch den Einsatz von AC-Inhibitoren lässt sich die phänotypische Aktivierung M-
DC8+ DC hinsichtlich des Phänotyps blockieren. In den folgenden Versuchen sollte 
untersucht werden, inwieweit dies die Zytokinproduktion M-DC8+ DC beeinflusst. 
Abbildung 3.18 zeigt die Resultate eines repräsentativen Spenders. Frisch isolierte 
DC wurden unbehandelt oder, wo vermerkt, mit unterschiedlichen Konzentrationen 
des AC-Inhibitors DDA für 6 h vorkultiviert und dann wie angegeben mit LPS und 
IFN-γ stimuliert. Die nach weiterer 22-stündiger Kultur gewonnenen Überstände 
wurden mittels ELISA auf die Sekretion von IL-12(p70), TNF-α und IL-10 hin 
untersucht.  
Unstimulierte M-DC8+ DC produzieren kein IL-12, während große Mengen des 
Zytokins in Überständen von LPS/IFN-γ-stimulierten Zellen detektiert werden 
konnten. Doch bereits in geringer Konzentration (0,1 mM) hemmte der AC-Inhibitor 
die IL-12-Produktion um etwa 90 %, in höheren Konzentrationen sogar vollständig.  
TNF-α wird in geringen Mengen auch von unstimulierten M-DC8+ DC freigesetzt, 
durch die Stimulation steigt dies im gezeigten Beispiel bis auf 26 ng/106 Zellen/ml an. 
Auch die TNF-α-Produktion wird von DDA inhibiert. Die Hemmung bei 0,1 mM ist mit 
etwa 60 % im Vergleich zu IL-12 nicht ganz so deutlich ausgeprägt (ca. 60%), doch 
in Anwesenheit höherer Konzentrationen des AC-Inhibitors bleibt die TNF-α-
Produktion auf dem Niveau unstimulierter Zellen. 
Auch das regulatorische Zytokin IL-10 wurde in geringen Mengen von unstimulierten 
M-DC8+ DC sezerniert, durch Stimulation mit LPS und IFN-γ wurde jedoch auch die 
Produktion dieses Mediators gesteigert. DDA reduzierte die IL-10-Produktion dosis-
abhängig, wenn auch nicht vollständig. In Abbildung 3.19 ist ein weiterer Versuch 
gezeigt, der vergleichend die Zytokinproduktion von M-DC8+ DC zeigt, die sofort 
nach der Isolation mit LPS und IFN-γ stimuliert wurden, sowie von Zellen, die erst 
nach 6-stündiger Vorkultur stimuliert wurden und, wo gekennzeichnet, mit einem AC-
Inhibitor behandelt wurden. 
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Abbildung 3.18 Hemmung der Zytokinproduktion M-DC8+ DC durch den AC-Inhibitor DDA. 
Frisch isolierte M-DC8+ DC wurden für 30 min mit unterschiedlichen Konzentrationen des AC-
Hemmers DDA auf Eis vorinkubiert. Es folgte eine 6-stündige Kultur bei 37 °C, bevor die Zellen, 
wo angegeben, mit LPS und IFN-γ (je 100 ng/ml) stimuliert wurden. Nach weiterer 22-stündiger 
Kultur wurden die Zellkulturüberstände abgenommen und bei –20 °C gelagert. Die Messung der 
Konzentration von IL-12(p70), TNF-α und IL-10 wurde mit spezifischen ELISAs durchgeführt. 
Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler von doppelten Ansätzen (n = 3); **p < 0,01. 
 
Werden frisch isolierte M-DC8+ DC mit LPS und IFN-γ stimuliert, sekretieren sie TNF-
α und IL-10, jedoch sind sie nicht in der Lage IL-12(p70) zu bilden. Die Produktion 
von TNF-α und IL-12 liegt zudem bei sofort stimulierten M-DC8+ DC niedriger als bei 
Zellen, die erst nach einer kurzen Vorkultur stimuliert wurden. 
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Die Reduktion aller Zytokine durch AC-Inhibitoren deutete darauf hin, dass ein 
zumindest kurzfristiger Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration vor der 
Stimulation mit LPS/IFN-γ notwendig für die Induktion der Zytokinproduktion ist. 
 
Abbildung 3.19 Vergleich der Zytokinproduktion von M-DC8+ DC bei Stimulation mit LPS/IFN-γ 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten und bei der Hemmung von Adenylatcyclasen. M-DC8+ DC 
wurden auf Eis für 30 min mit oder ohne AC-Inhibitor vorinkubiert, und anschließend entweder 
sofort oder nach einer 6-stündigen Kultur bei 37 °C mit LPS und IFN-γ stimuliert. Die 
Bestimmung der Zytokinkonzentration wurden die Zellen weitere 22 h kultiviert, bevor die 
Zellüberstände abgenommen wurden und wie beschrieben gelagert und per ELISA analysiert 
wurden. Auch die Zytokinproduktion unstimulierter Zellen wurde gemessen. Die Ansätze 
wurden als Duplikate durchgeführt, es sind die Mittelwerte und Standardfehler von einem 
Spender abgebildet (n = 2); **p < 0,01. 
 
Um dies zu belegen, wurden M-DC8+ DC zunächst 6 h mit dem AC-Inhibitor 
vorkultiviert, anschließend gewaschen und dann mit LPS und IFN-γ stimuliert. In den 
gewaschenen Zellen konnten AC somit nach der sechsstündigen Vorkultur aktiv 
werden (Abbildung 3.20, grau unterlegt). Zum Vergleich sind Ansätze abgebildet, die 
vor der LPS/IFN-γ-Stimulation nicht gewaschen wurden (weißer Hintergrund). 
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Abbildung 3.20 Das Entfernen des AC-Hemmers aus der Kultur hebt die Hemmung der 
Zytokinproduktion nicht auf. M-DC8+ DC wurden, wo angegeben, in Anwesenheit des AC-
Hemmers SQ22536 für 6 h kultiviert und dann mit LPS/IFN-γ stimuliert. In parallelen 
Versuchsansätzen wurden die Zellen vor der Stimulation mit PBS gewaschen (grau hinterlegt) 
und anschließend weiter kultiviert. Zum Vergleich dienen M-DC8+ DC, die nicht stimuliert 
wurden. Nach 22 h wurden die Zellkulturüberstände abgenommen und bei –20 °C gelagert, bis 
die Konzentration von IL-12, TNF-α und IL-10 im ELISA ermittelt wurde. Die Ansätze wurden 
doppelt durchgeführt, Mittelwerte und Standardfehler sind angegeben. Ein repräsentativer 
Versuch ist abgebildet (n = 2); *p < 0,05, **p < 0,01. 
 
Durch den Mediumwechsel nach sechsstündiger Kultur wurde die Konzentration von 
IL-12, TNF-α und IL-10 in den Zellüberständen vermindert. In Anwesenheit von AC-
Inhibitoren wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt, unabhängig davon, ob ein 
Waschen der Zellen vor der Stimulation mit LPS/IFN-γ durchgeführt worden war oder 
nicht. Die Sekretion aller Zytokine wurde stark gehemmt. 
 
3.14 8-Br-cAMP rekonstitutiert die Sekretion von IL-10. 
Analog zur Rekonstitution der CD83-Expression (s. Kap. 3.12) sollte auch die durch 
AC-Inhibitoren gehemmte Zytokinproduktion durch ein cAMP-Analogon wieder 
herstellbar sein. Hier wurde die Sekretion von IL-10 analysiert, da die Produktion von 
IL-12 und TNF-α durch dauerhaft hohe cAMP-Konzentrationen gehemmt wird. 
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Abbildung 3.21 Rekonstitution der IL-10-Produktion durch das cAMP-Analogon 8-Br-cAMP. M-
DC8+ DC wurden, wo angegeben mit 0,5 mM SQ 22536 und 25 µM 8-Br-cAMP 30 min auf Eis 
vorinkubiert, und anschließend bei 37 °C kultiviert, bevor eine Stimulation mit LPS und IFN-γ 
erfolgte. Die Zellüberstände wurden 22 h später abgenommen und die Konzentration von IL-10 
wie beschrieben mittels ELISA gemessen. Die Versuche wurden in Duplikaten durchgeführt, 
Mittelwerte und Standardfehler eines repräsentativen Spenders sind abgebildet (n = 3). 
 
In Abbildung 3.21 ist zu sehen, dass die LPS/IFN-γ-induzierte IL-10-Produktion durch 
den AC-Inhibitor um etwa die Hälfte reduziert wird. In Anwesenheit des cAMP-
Analogons 8-Br-cAMP wurde die IL-10-Sezernierung wiederhergestellt und übertraf 
sogar die IL-10-Konzentration im Kontrollansatz. 
 
3.15 Die Maturation und die Zytokinproduktion M-DC8+ dendritischer 
Zellen wird durch die Inhibition der Proteinkinase A gehemmt 
cAMP erfüllt seine second messenger-Funktion hauptsächlich durch die Aktivierung 
der Proteinkinase (PK) A (s. Kap. 1.2.1). Nachdem die bedeutende Rolle von cAMP 
für die phänotypische und funktionelle Aktivierung M-DC8+ DC dokumentiert werden 
konnte, wurde untersucht, inwieweit sich eine Blockade von PKA auswirkt. 
Stellvertretend für die phänotypische Maturation wurde wieder die Expression von 
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CD83 untersucht. Die Aufregulation des Moleküls in vitro konnte durch den PKA-
Inhibitor Dosis-abhängig reduziert werden (Abbildung 3.22a).  
Gleichermaßen wurde die Zytokinproduktion auf ihre Sensitivität gegenüber einer 
Hemmung von PKA untersucht. Die Sekretion von IL-12 wurde in Anwesenheit des 
PKA-Inhibitors H-89 Dosis-abhängig um bis zu 50 % verringert, wogegen der Einfluss 
auf TNF-α nur gering war (ca. 20 %). 
Dagegen wurde die Freisetzung von IL-10 durch H-89 von 290 pg/106 Zellen/ml 
Dosis-abhängig auf 50 pg/106 Zellen /ml reduziert, was noch unter der Menge des 
von unstimulierten M-DC8+ DC freigesetzten IL-10 lag (Abbildung 3.22b). 
 
a) 
 
 
b) 
 
Abbildung 3.22 Der Einfluss des PKA-Inhibitors H89 auf den Phänotyp und die 
Zytokinsekretion M-DC8+ DC. Frisch isolierte M-DC8+ DC wurden mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des PKA-Inhibitors H-89 für 30 min auf Eis vorinkubiert. Zur Evaluierung des 
Phänotyps (a) wurden die Zellen für 13 h kultiviert und die CD83-Expression mittels FACS-
Analyse bestimmt (n = 3). Zur Bestimmung der Zytokinproduktion (b) wurden die Zellen nach 6 
h wo angegeben mit LPS und IFN-γ stimuliert und die Überstände wie beschrieben mit Hilfe 
eines ELISA untersucht. Es wurden jeweils doppelte Ansätze durchgeführt, Mittelwerte und 
Standardfehler sind angegeben (n = 2) 
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4 DISKUSSION 
In der vorliegenden Arbeit wird die Möglichkeit der pharmakologischen Modulation M-
DC8+ DC durch Phosphodiesterase (PDE) 4-Inhibitoren untersucht. Davon 
ausgehend wird die Bedeutung des second messengers cAMP für die Aktivierung 
dieser Zellen abgeleitet. 
Aufgrund ihrer stark proinflammatorischen Kapazität stellen diese nativen Blut-DC ein 
bedeutendes Ziel pharmakologischer Intervention dar. Unsere Arbeitsgruppe konnte 
zeigen, dass M-DC8+ DC eine wichtige Quelle der proinflammatorischen Zytokine 
TNF-α und IL-12(p70) sind. Da die Erhöhung von cAMP anti-inflammatorisch wirkt, 
wurden deren Effekte auf unterschiedliche Funktionen M-DC8+ DC untersucht. 
Hierbei wurden hauptsächlich klinisch relevante PDE4-Inhibitoren verwendet, die von 
elbion AG, Radebeul, zur Verfügung gestellt wurden. Die Wirkung der PDE4-
Blockade wurde bereits in unterschiedlichen Zellpopulationen untersucht. Die 
Untersuchung von DC gestaltete sich jedoch schwierig, da diese Zellen nur in 
niedriger Anzahl vorkommen und dementsprechend schwierig zu isolieren sind. Mo-
DC dienen vielfach als Modell für diese wichtigsten Antigen-präsentierenden Zellen. 
Doch können Mo-DC nur artifiziell unter Zusatz eines Zytokincocktails aus 
Monozyten generiert werden. Es ist nicht gesichert, dass die Kulturbedingungen dem 
Milieu entsprechen, in dem native DC entstehen (s. Kap. 1.1.2). Durch die 
Generierung des mAb M-DC8 ist es nun möglich, humane DC direkt aus dem Blut zu 
isolieren und zu untersuchen. Es gibt bereits Hinweise, dass diese Zellen an der 
Pathogenese chronischer Entzündungskrankheiten, wie beispielsweise Morbus 
Crohn, beteiligt sind [de Baey et al, 2003]. M-DC8+ DC könnten daher ein wichtiges 
Ziel für die Therapie solcher Krankheiten sein. 
Die mit cAMP-erhöhenden Agentien erzielten Resultate führten zur Entwicklung 
eines Modells, das die Regulation der Aktivität M-DC8+ DC durch den second 
messenger cAMP beschreibt. Mit Hilfe von Adenylat-Cyclase (AC)-Hemmern konnten 
die Annahmen des Modells bestätigt werden. Darüber hinaus ist es gelungen die 
bislang noch nicht beschriebene Bedeutung cAMP-vermittelter Signaltransduktion für 
die Induktion des proinflammatorischen Zytokins IL-12(p70) zu demonstrieren.  
Die Befunde werden insbesondere im Vergleich mit Daten von in vitro generierten 
Monozyten-abgeleiteten DC diskutiert. 
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4.1 Der Einfluss cAMP-erhöhender Agentien auf die 
Zytokinproduktion M-DC8+ dendritischer Zellen 
Die anti-inflammatorischen Effekte hoher cAMP-Konzentrationen auf Immunzellen 
konnten bereits vielfach belegt werden. Die Generierung von Superoxiden und die 
Chemotaxis neutrophiler und eosinophiler Granulozyten wird verringert, während 
basophile Granulozyten weniger Histamin freisetzen. Monozyten und Makrophagen 
reagieren mit einer verminderten TNF-α-Produktion. Die Wirkung auf T-Zellen 
besteht in einer reduzierten Proliferation, einhergehend mit einer gehemmten 
Sekretion der Zytokine IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-5 und IL-13 [Banner & Trevethick, 2004] 
(s. Kap. 1.2.3.2). 
Auch DC wurden bereits hinsichtlich ihrer Modulierbarkeit durch cAMP untersucht. 
Aufgrund der geringen Anzahl von DC1 und DC2 im Blut wurden für solche 
Untersuchungen Mo-DC verwendet (s. Kap. 1.1.2).  
Zur Untersuchung von M-DC8+ DC wurden zunächst verschiedene Wege gewählt, 
um den Spiegel von intrazellulärem cAMP zu erhöhen. Das synthetische cAMP-
Analogon db-cAMP permeiert die Zellmembran, aktiviert die gleichen 
Signaltransduktionswege wie cAMP und wird nur langsam von Phosphodiesterasen 
metabolisiert. Des Weiteren wurde Forskolin verwendet. Diese Substanz wird 
vielfach zu Aktivierung von AC benutzt, was zur Generation von cAMP führt. 
Schließlich wurde als physiologischer Stimulus Prostaglandin(PG)E2 gewählt. PGE2 
gehört wie alle Prostaglandine zur Arachidonsäure-Familie und wird als 
inflammatorischer Mediator von Stroma-Zellen und infiltrierenden mononukleären 
Zellen produziert. Die Aktivierung von Zellen durch Endotoxine, Interferone oder 
Antigen-Antikörper-Komplexe erhöht die PGE2-Produktion [Goodwin & Ceuppens, 
1983]. Es wurde gezeigt, dass PGE2 an die G-Protein-gekoppelten E-Prostaglandin-
Rezeptoren EP2 und EP4 von Mo-DC bindet [Luft et al, 2002]. Dies führt zur 
Aktivierung von AC, woraufhin intrazellulär cAMP generiert wird. 
Jegliche Art der cAMP-Steigerung führte zu einer nahezu vollständigen Hemmung 
der LPS/IFN-γ-induzierten Produktion von IL-12(p70), sowie einer starken Reduktion 
der TNF-α-Freisetzung durch M-DC8+ DC . Gleichzeitig war eine starke Erhöhung 
der IL-10-Sekretion zu beobachten (s. Kap. 3.1). 
Die hemmende Wirkung von PGE2 auf die IL-12-Sekretion CD40L-stimulierter Mo-
DC beschreiben unter anderen Vieira et al. [Vieira et al, 2000]. Offensichtlich 
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induziert PGE2 die phänotypische Maturation von Mo-DC [Jonuleit et al, 
1997;Kalinski et al, 1998;Rieser et al, 1997;Steinbrink et al, 2000]. Jedoch wurde 
diskutiert, ob diese phänotypische Aktivierung von einer Induktion der IL-12-
Produktion begleitet wird [Steinbrink et al, 2000] oder ob die Freisetzung dieses 
Zytokins durch PGE2 blockiert wird. Die Gruppe um Kalinski [Kalinski et al, 2001] 
konnte schließlich darlegen, dass dem PGE2-induzierten Anstieg von IL-12 eine 
verstärkte Freisetzung des IL-12(p40) Homodimers zugrunde liegt und keine 
Sekretion von bioaktivem IL-12(p70) erfolgt. Die hier für M-DC8+ DC erarbeiteten 
Daten sind in Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeitsgruppe. 
Die Reduktion von TNF-α in Anwesenheit cAMP-erhöhender Agentien ist 
unumstritten und gut belegt [Bagley et al, 2002a;Bagley et al, 2002b;Kalinski et al, 
1998]. 
Häufig beschrieben ist auch die Steigerung der IL-10-Produktion. So konnten Eigler 
et al. [Eigler et al, 1998] zeigen, dass das synthetische cAMP-Analogon (Sp)-cAMPS 
die IL-10-Produktion von LPS-stimulierten PBMC steigert. Weiterhin gelang der 
Arbeitsgruppe von Panther et al. [Panther et al, 2003] der Nachweis, dass Adenosin, 
dessen Rezeptoren über G-Proteine AC aktivieren, die Freisetzung des anti-
inflammatorischen Zytokins durch Mo-DC vermehrt. 
Mit der Ausschüttung von PGE2 besitzt der Körper somit die Möglichkeit, die 
proinflammatorische Kapazität M-DC8+ DC zu kontrollieren.  
Vor dem Hintergrund der präferentiellen TH1-Programmierung durch M-DC8+ DC ist 
es bemerkenswert, dass Vieira et al. [Vieira et al, 2000] einhergehend mit der 
reduzierten IL-12-Produktion die Induktion einer TH2-Polarisation durch PGE2-
behandelte Mo-DC beobachten konnten. Dies konnte in unserem System mit nativen 
DC aus dem Blut nicht bestätigt werden (s. Kap. 4.3). 
 
4.2 Die enzymatische Aktivität und die Expression von Subtypen 
der Phosphodiesterase 4 in M-DC8+ dendritischen Zellen 
Wie anhand unterschiedlicher cAMP-erhöhender Substanzen belegt werden konnte, 
ist der intrazelluläre cAMP-Spiegel von großer Bedeutung für die Regulation der 
Zytokinproduktion M-DC8+ DC. cAMP kann durch Phosphodiesterasen (PDE) zu 
physiologisch inaktivem 5’-AMP degradiert werden, wodurch die Menge des second 
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messengers cAMP kontrolliert wird. In Immunzellen wird der cAMP-Spiegel 
hauptsächlich von Mitgliedern der PDE4-Familie reguliert [Essayan, 1999]. Daher 
wurde die PDE4-Aktivität in M-DC8+ DC untersucht. Als Referenzwert wurde 
zusätzlich die PDE4-Aktivität in CD14+ Monozyten bestimmt. 
Wie in Abbildung 3.2 dargestellt, konnte in M-DC8+ DC eine beträchtliche PDE4-
Aktivität nachgewiesen werden (17 pmol/ 105 Zellen/ min). Dies entspricht etwa 30% 
der gesamten cAMP-hydrolysierenden Enzymaktivität. Demgegenüber wurde eine 
etwa 3-fach höhere PDE4-Aktivität in Monozyten gemessen. Die verbleibende cAMP-
hydrolysierende Aktivität in beiden Populationen ist hauptsächlich auf PDE3 
zurückzuführen. Es ist noch nicht klar, welche Bedeutung dieser Enzymfamilie im 
Hinblick auf Immunantworten beizumessen ist. Untersuchungen mit PDE3-Inhibitoren 
haben gezeigt, dass eine anti-inflammatorische Wirkung nur in Kombination mit 
PDE4-Inhibitoren erzielt werden konnte [Gantner et al, 1997a]. Dies liegt vermutlich 
an der beschriebenen Kompartimentalisierung des cAMP-Pools (s. Kap. 1.2). 
Demnach wird PDE3 von der Signaltransduktion ausgeschlossen, die für die 
Generation anti-inflammatorischer Mediatoren verantwortlich ist. Nur wenn durch die 
Inhibition von PDE3 ein „Überschwappen“ des cAMP aus dem PDE4-Pool in den 
PDE3-Pool verhindert wird, kommt es zu einem synergistischen Effekt der Inhibitoren 
[Houslay, 1998]. 
Die PDE4-Aktivität in Monozyten und Mo-DC wurden bereits von anderen 
Arbeitsgruppen untersucht. Gantner et al. [Gantner F, 1999] zeigten in 
Übereinstimmung mit den hier beschriebenen Resultaten, dass Monozyten eine 
deutlich höhere PDE4-Aktivität aufweisen als DC, die in einer in vitro Kultur aus 
Monozyten gewonnen worden waren. Dagegen konnte die Verschiebung des PDE4-
Anteils an der Gesamtaktivität in einer anderen Studie nicht belegt werden [Heystek 
et al, 2003]. Da in der erwähnten Arbeit keine Angaben gemacht wurden, wie hoch 
der Gesamtumsatz von cAMP ist, bleibt dennoch die Möglichkeit, dass die absolute 
PDE4-Aktivität in Monozyten und Mo-DC unterschiedlich hoch ist.  
Ähnliche Beobachtungen wie bei der Differenzierung von Monozyten zu Mo-DC 
wurden auch bei der in vitro-Generation von Makrophagen aus Monozyten oder 
monozytären Zellen der Linie U937 gemacht. Ebenso wie Mo-DC besitzen 
Makrophagen eine deutlich geringere PDE4-Aktivität als Monozyten [Gantner et al, 
1997a;Shepherd et al, 2004]. 
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Offensichtlich wird die zunächst hohe PDE4-Aktivität von Monozyten im Verlauf der 
Differenzierung zu Mo-DC oder Makrophagen vermindert. Eine geringe PDE4-
Aktivität könnte demnach ein Charakteristikum differenzierter Zellen sein.  
In einem ganz anderen Kontext, der Differenzierung der endothelialen 
Barrierenfunktion der chorio-allantoischen Membran von Hühnerembryos, folgerten 
De Fouw et al. [DeFouw & DeFouw, 2001], dass eine niedrige PDE4-Aktivität 
notwendig ist, um eine Signaltransduktion ausgehend von cAMP überhaupt zu 
ermöglichen. In Zellen mit geringer PDE4-Aktivität kann durch externe Stimuli eher 
eine ausreichend hohe Synthese von cAMP erreicht werden, um den Schwellenwert 
zu überschreiten, der notwendig für die Aktivierung von Proteinkinase(PK) A ist. 
Monozyten mit hoher PDE4-Aktivität könnten demnach nur in geringem Umfang auf 
eine Aktivierung von Adenylat-Cyclasen reagieren, weil gebildetes cAMP sofort 
wieder hydrolysiert wird. Hingegen wären differenzierte Zellen wie Makrophagen oder 
DC in der Lage, wesentlich sensitiver zu reagieren, da cAMP zumindest kurzfristig 
akkumuliert oder einen Schwellenwert überschreitet, was die Aktivierung von PKA 
ermöglicht (vgl. auch IL-12-Produktion von M-DC8+ DC und CD14+ Monozyten, Kap. 
3.4). 
Somit könnte die PDE4-Aktivität die Suszeptibilität von Zellen gegenüber externen 
Stimuli regulieren. Es ist gut vorstellbar, dass undifferenzierte Zellen, zumal wenn sie 
im Blut zirkulieren, nicht durch geringe Signale aktiviert werden sollen. Dies könnte 
sich schnell ungünstig auf den Organismus auswirken. Differenzierte Zellen wie 
Makrophagen oder DC, müssen am Ort einer Schädigung jedoch schnell aktiviert 
werden, um auf die lokalen Bedingungen reagieren zu können und um eine adäquate 
Immunantwort auszulösen. 
Die Vorläufer-Zellen von M-DC8+ DC sind noch nicht identifiziert, daher kann nicht 
abschließend beurteilt werden, ob diese Zellen tatsächlich eine höhere PDE4-
Aktivität aufweisen als unreife M-DC8+ DC, die sehr schnell aktiviert werden. 
Die differentielle Expression unterschiedlicher PDE4-Subtypen wird als möglicher 
Grund für divergierende PDE4-Aktivitäten in unterschiedlichen Zellpopulationen 
angesehen [Houslay, 1998]. Die PDE4-Familie ist die größte PDE-Gen-Familie und 
setzt sich aus den Subfamilien A, B, C und D zusammen, von denen wiederum 
verschiedene Spleißvarianten gebildet werden können. In einer Arbeit von Heystek et 
al. [2003] wurde gezeigt, dass Monozyten vornehmlich PDE4B-mRNA exprimieren, 
während in Mo-DC hauptsächlich PDE4A-Transkripte nachgewiesen werden 
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konnten. Die Subtyp-Expression in nativen M-DC8+ DC entspricht somit den 
Befunden in Mo-DC. Auch in diesen nativen DC wird PDE4A dominant exprimiert, 
während von PDE4B und PDE4D Transkripte in geringerer Menge detektiert wurden. 
In humanen Leukozyten konnten bislang noch keine PDE4C-Transkripte 
nachgewiesen werden [Gantner et al, 1997b;Gantner et al, 1998;Heystek et al, 
2003;Spina, 2003]. Auch in M-DC8+ DC wurde PDE4C-mRNA nicht detektiert.  
Diese Befunde könnten die abweichende PDE4-Aktivität in CD14+ Monozyten und M-
DC8+ DC bzw. Mo-DC erklären. Inwieweit sich die quantitativ divergierende 
Verteilung der Transkripte auf dem Niveau der Proteinexpression widerspiegelt und 
die Enzymaktivität beeinflusst, wurde in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht 
untersucht. 
Bedauerlicherweise sind bislang keine PDE4-Subtyp-spezifischen Hemmer 
verfügbar, mit deren Hilfe die Regulation und Funktion der unterschiedlichen PDE4-
Formen näher untersucht werden könnte. Jedoch haben Experimente mit 
Deletionsmutanten von PDE4B und PDE4D in Mäusen gezeigt, dass sowohl in 
zirkulierenden Leukozyten als auch in bronchoalveolaren Monozyten/Makrophagen 
der PDE4B-Subtyp notwendig für die LPS-induzierte TNF-α-Produktion ist, nicht 
jedoch 4D [Jin & Conti, 2002]. Von PDE4A, welches in M-DC8+ DC und Mo-DC 
präferentiell exprimiert wird, existieren noch keine knockout-Tiere. 
Eine PDE4A-Variante (PDE4A4) ist möglicherweise an der Pathogenese der COPD 
beteiligt: Barber et al. [Barber et al, 2004] haben belegt, dass PDE4A4 in 
Lungenmakrophagen von Rauchern mit COPD signifikant erhöht exprimiert ist im 
Vergleich zu Rauchern ohne diese Krankheit. Die Autoren der Studie mutmaßen, 
dass dieser PDE4-Subtyp ein viel versprechendes Zielmolekül in der anti-
inflammatorischen Therapie der COPD sein könnte. 
Dennoch, die Regulation der PDE4-Aktivität ist sehr komplex, verschiedene 
Spleißvarianten sind vermutlich in ihrer Funktion redundant, es gibt zahlreiche Feed-
back-Mechanismen, die zu positiver oder negativer Regulation von Transkription, 
Translation und Aktivierung von PDE4-Enzymen führen können (s. Kap. 1.2.3). 
Daher ist es schwierig, aus der Expressionsstärke der Transkripte von PDE4A, B, C 
und D auf einen Einfluss dieser Subtypen auf die PDE4-Aktivität zu schließen. 
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4.3 Durch die Inhibition der Phosphodiesterase 4-Aktivität wird die 
proinflammatorische Kapazität von M-DC8+ DC stark reduziert. 
Die Bedeutung der PDE4-Aktivität wurde anhand der effektiven Hemmung der IL-12-
Produktion von M-DC8+ DC und Monozyten durch die klinisch relevanten PDE4-
Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast deutlich. Der vielfach höheren IL-12-
Produktion von M-DC8+ DC gegenüber CD14+ Monozyten, die schon von unserer 
Arbeitsgruppe beschrieben wurde, könnte die in dieser Arbeit nachgewiesene 
divergierende PDE4-Aktivität dieser Zellpopulationen zugrunde liegen. Wie in Kap. 
4.2 diskutiert, könnte eine höhere Aktivität die Suszeptibilität der Monozyten 
gegenüber dem Stimulus LPS/IFN-γ verringern. 
AWD12-281 und Roflumilast (s. Abbildung 4.1) sind PDE4-Inhibitoren der 2. 
Generation. Sie wirken spezifischer und sind besser verträglich als Inhibitoren der 1. 
Generation wie beispielsweise Pentoxifylline. Roflumilast ist zudem deutlich 
wirksamer als die strukturell verwandten PDE4-Inhibitoren Rolipram und Piclamilast 
[Castro et al, 2005]. 
 
 
Abbildung 4.1 Chemische Struktur der PDE4-Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast (aus 
Kuss, [Kuss et al, 2003] und Hatzelmann, [Hatzelmann & Schudt, 2001]) 
 
Roflumilast wurde von Altana Pharma, Konstanz, zur Behandlung von Asthma, 
COPD, allergischer Rhinitis und Psoriasis entwickelt. Derzeit wird Roflumilast in 
klinischen Studien der Phase III bei der Behandlung von Asthma und COPD getestet 
und soll in naher Zukunft auf dem europäischen Markt zugelassen werden [2004]. 
AWD12-281 
Roflumilast 
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AWD12-281 wurde von elbion AG, Radebeul, in einem Programm zur Identifizierung 
neuer PDE4-Inhibitoren mit verbesserter Verträglichkeit gegenüber anderen PDE4-
Hemmern entdeckt. AWD12-281 befindet sich in Phase IIa klinischer Studien zur 
Therapie von Asthma, COPD und allergischer Rhinitis [Kuss et al, 2003]. Des 
Weiteren wurde dieser PDE4-Hemmer bereits effektiv zur Prävention und 
Behandlung einer induzierten Kontaktdermatitis im Maus-Modell [Baumer et al, 
2002;Baumer et al, 2003] eingesetzt. 
Da M-DC8+ DC weitaus größere Mengen IL-12 produzieren können als Monozyten 
und durch die Induktion von TH1-programmierten Zellen möglicherweise zu 
pathologischen Immunantworten beitragen [Schakel et al, 1998], konzentrierten sich 
die weiteren Untersuchungen vollständig auf diese proinflammatorische DC-
Population. 
Versuchsreihen mit unterschiedlichen Konzentrationen der Inhibitoren AWD12-281 
und Roflumilast zeigten, dass neben IL-12 auch die hohe TNF-α-Produktion M-DC8+ 
DC effizient gehemmt werden kann, während gleichzeitig die IL-10-Sekretion 
verdoppelt wird. Somit kann durch die gezielte Hemmung der PDE4-Aktivität der 
gleiche Effekt auf die Zytokinproduktion von M-DC8+ DC erreicht werden wie mit den 
cAMP-erhöhenden Agentien db-cAMP, Forskolin und PGE2 (s. Kap. 3.1). Die 
Wirkung von PDE4-Inhibitoren auf die Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch 
Mo-DC haben Heystek et al. belegt [Heystek et al, 2003]. Diese Arbeitsgruppe zeigte, 
dass der PDE4-Hemmer Rolipram die IL-12- und TNF-α-Produktion von Mo-DC 
hemmt. Allerdings konnte die IL12-Sekretion nur um etwa 50 % reduziert werden. 
Auch wurden in der zitierten Arbeit keine Daten gezeigt, die eine gleichzeitige 
Induktion der IL-10-Produktion durch Mo-DC demonstrieren. Diese Daten sprechen 
dafür, dass die hier verwendeten Inhibitoren effizienter als Rolipram wirken. 
Abschließend zu beurteilen wäre dies aber nur durch einen direkten Vergleich. 
M-DC8+ DC reagieren äußerst sensitiv auf die Erhöhung intrazellulärer cAMP-
Spiegel. Die LPS/IFN-γ-induzierte Zytokinproduktion wird daraufhin vollständig auf 
ein anti-inflammatorisches Profil umgestellt. Dies zeigt, wie flexibel diese Zellen auf 
das externe Milieu reagieren, in dem sie aktiviert werden. Setzt man die PDE4-
Inhibitoren erst nach 6-stündiger Vorkultur zu, so ist ihr Einfluss auf die 
Zytokinproduktion begrenzt. Zwei andere Arbeitsgruppen machten ähnliche 
Beobachtungen bei der Untersuchung von Mo-DC [Heystek et al, 2003;Kalinski et al, 
1998]. Die Interpretation von Kalinski et al., dass DC, deren Maturation 
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abgeschlossen ist, nicht mehr durch die Erhöhung der cAMP-Konzentration 
beeinflusst werden können, fügt sich gut in das von Reis e Sousa [Reis e Sousa, 
2001] formulierte Verständnis von DC. Diese professionellen Antigen-
präsentierenden Zellen übermitteln an T-Zellen demnach auch Informationen über 
die Umstände ihrer Aktivierung; dies wäre jedoch nicht möglich, wenn noch zum 
Zeitpunkt des DC-T-Zell-Kontaktes eine Beeinflussung der DC stattfinden könnte. 
Demzufolge ist die Maturation M-DC8+ DC nach 6 Stunden noch nicht vollständig 
abgeschlossen, da ein Einfluss von AWD12-281 besteht, wenn auch eingeschränkt. 
Obwohl gut belegt ist, dass eine Akkumulation von cAMP die IL-12-Produktion 
unterdrück, ist der Mechanismus dieser Inhibition noch nicht vollständig aufgeklärt. 
Besonders die Rolle von IL-10 ist umstritten. Mazzoni et al. [Mazzoni et al, 2001] und 
Corinti et al. [Corinti et al, 2001] zeigten, dass die Neutralisation des regulatorischen 
Zytokins mit einem α-IL-10-Antikörper eine verstärkte IL-12(p70)-Sekretion durch 
LPS-stimulierte Mo-DC auslöst. Mit Hilfe von Transkriptom-Analysen mit Affymetrix-
Microarrays konnten auch Perrier et al. [Perrier et al, 2004] die hemmende Wirkung 
von IL-10 auf die Produktion von IL-12 demonstrieren. Sie wiesen nach, dass die 
Transkription von IL-12(p40) in Anwesenheit von IL-10 vermindert ist. 
Die Transkription der Gene einiger proinflammatorischer Zytokine (TNF, IL-1β, IL-8, 
IL-6, IL-12) wird durch den Transkriptionsfaktor NF-κB gesteuert. Zunächst liegt NF-
κB im Zytoplasma mit Inhibitoren von NF-κB (IκB) assoziiert vor. Ausgelöst durch 
externe Stimuli wie zum Beispiel LPS oder proinflammatorische Zytokine, wird IκB 
durch eine IκB-Kinase (IKK) phosphoryliert und die Degradation des NF-κB-IκB-
Komplexes im 26S-Proteasom eingeleitet. Daraufhin wird ein NF-κB-Dimer frei, was 
in den Nukleus diffundieren und dort an seine Zielstrukturen im Promoterbereich von 
verschiedenen Genen binden kann [Li & Verma, 2002]. 
Sowohl Wang et al. [Wang et al, 1995] als auch Schottelius et al. [Schottelius et al, 
1999] haben nachgewiesen, dass IL-10 die Aktivierung von NF-κB beeinträchtigt. 
Einerseits blockiert IL-10 die Aktivität von IKK, was zur Retention von NF-κB im 
Zytoplasma führt, andererseits scheint ein weiterer, IKK-unabhängiger, Mechanismus 
zu existieren, der die Bindung von NF-κB an DNA verhindert. Die Interaktion des 
Transkriptionsfaktors mit der DNA-Sequenz wird durch den Phosphorylierungsstatus 
der NF-κB -Untereinheit p65 (RelA) kontrolliert. Es ist denkbar, dass IL-10 die NF-κB-
DNA-Interaktion durch die Modulation des Phosphorylierungsstatus der p65-
Untereinheit reguliert [Bhattacharyya et al, 2004;Schottelius et al, 1999]. Eine weitere 
DISKUSSION 84 
Möglichkeit der Unterdrückung von IL-12 durch IL-10, wäre eine Interferenz von IL-10 
mit dem Nukleosomen-Remodelling in der Promoter-Region von IL-12(p40). Dadurch 
könnte die Transkription von IL-12(p40) verhindert werden, wie von Zhou et al. 
vorgeschlagen [Zhou et al, 2004]. 
Dennoch gibt es Berichte, wonach der Anstieg von cAMP ausgelöst durch Stoffe wie 
PGE2, Histamin oder durch den PDE4-Inhibitor Rolipram die Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine auch unabhängig von IL-10 unterdrücken. So wurde 
beispielsweise gezeigt, dass Rolipram in einem murinen Modell von Endotoxämie 
TNF-α und IL-12 auch in IL-10-defizienten Mäusen reduziert [Hasko et al, 1998]. 
Die Hemmung der IL-12(p70)-Sekretion M-DC8+ Zellen durch AWD12-281 lässt sich 
durch die Blockade von IL-10 mit einem α-IL-10-Rezeptor-Antikörper aufheben. Dies 
zeigt die Relevanz von IL-10 für die Bildung von IL-12(p70) durch M-DC8+ DC. Bei 
dieser Beurteilung ist jedoch zu berücksichtigen, dass die Induktion der IL-10-
Sekretion einer großen Varianz unterliegt, während die Hemmung von IL-12(p70) 
gleichmäßig stark ausgeprägt ist. Dies spricht dafür, dass möglicherweise mehrere 
Mechanismen an der Unterdrückung von IL-12 beteiligt sind. Um hier weitere Klarheit 
zu erlangen, könnte vergleichend die Translokation von NF-κB in den Zellkern in 
Anwesenheit eines PDE4-Inhibitors und zusätzlich eines α-IL-10-Antikörpers 
untersucht werden. Würde die Translokation des Transkriptionsfaktors von PDE4-
Inhibitoren auch in Abwesenheit von IL-10 gehemmt, wäre davon auszugehen, dass 
noch ein weiterer Mechanismus zur Suppression der IL-12(p70)-Sekretion in M-DC8+ 
DC existiert. 
Die Veränderung des Zytokinprofils von M-DC8+ DC durch PDE4-Inhibitoren 
beeinflusst auch die T-Zell-Programmierung durch diese Zellen. Die ausgeprägte 
TH1-Polarisierung naiver T-Zellen wird durch eine Vorkultur von M-DC8+ DC mit 
PDE4-Inhibitoren stark vermindert. Der Grund für die reduzierte Induktion IFN-γ-
produzierender Effektor-T-Zellen ist im Fehlen von IL-12(p70) zu sehen. Unsere 
Arbeitsgruppe hat bereits gezeigt, dass die Anwesenheit eines α-IL-12-Antikörpers 
während der DC-T-Zell-Kokultur die präferentielle TH1-Programmierung durch M-
DC8+ DC unterbindet [Schakel et al, 2002]. 
Auch anhand des Mo-DC-Modells wurde bereits demonstriert, dass cAMP-
erhöhende Agentien (8-Br-cAMP, PGE2, Cholera-Toxin, Adenosin, Histamin, 
Rolipram) die TH1-Programmierung durch DC reduzieren [Gagliardi et al, 
2000;Galgani et al, 2004;Heystek et al, 2003;Kalinski et al, 1998;Lee et al, 
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2002;Mazzoni et al, 2001;Panther et al, 2003;Vieira et al, 2000]. In der vorliegenden 
Arbeit wurde nun erstmals belegt, dass auch das stark proinflammatorische Potential 
natürlicherweise im Blut vorkommender DC in dieser Form durch PDE4-Inhibitoren 
moduliert werden kann. 
Einhergehend mit einer reduzierten TH1-Programmierung beobachteten Gagliardi et 
al. [Gagliardi et al, 2000] eine verstärkte Induktion von TH2-polarisierten T-Zellen 
durch Mo-DC in Anwesenheit von Cholera-Toxin. Derlei wurde bei der T-Zell-
Programmierung durch PDE4-Inhibitor-behandelte M-DC8+ DC jedoch nicht 
beobachtet. 
Der anti-inflammatorische Effekt der PDE4-Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast 
auf M-DC8+ DC könnte für die Behandlung von Erkrankungen von Nutzen sein, die 
von chronischen oder rekurrierenden Entzündungen gekennzeichnet sind. 
Ein Beispiel hierfür ist Morbus Crohn, eine chronische Inflammation bestimmter 
Darmregionen. Man schreibt den Zytokinen TNF-α, IL-12 und IFN-γ eine wesentliche 
Rolle bei der Pathogenese dieser Krankheit zu. Aktuell werden häufig 
neutralisierende Antikörper gegen TNF-α und in ersten Studien IL-12 eingesetzt. Es 
zeigte sich jedoch, dass bei solchen Therapieformen neben der Unterdrückung der 
normalen Immunität beispielsweise auch die Gefahr der Reaktivierung von 
Tuberkulose oder Asthma besteht [Cominelli, 2004]. De Baey et al. [de Baey et al, 
2003] konnten bei drei Morbus-Crohn-Patienten eine dichte Infiltration von 
subepithelialen Regionen des Ileums durch M-DC8+ DC nachweisen. Diese 
proinflammatorischen Zellen könnten demnach ein wichtiges Ziel für eine Therapie 
sein. Da die außerordentlich hohe TNF-α- und IL-12-Produktion und die Induktion 
von TH1-polarisierten IFN-γ-sekretierenden T-Zellen durch M-DC8+ DC mit Hilfe von 
PDE4-Inhibitoren gehemmt werden können, wäre dies ein viel versprechender 
Ansatz für die Therapie von Morbus Crohn. 
Auch die Symptome der TH1-dominierten Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose 
(MS) konnten in verschiedenen Tiermodellen mit PDE4-Inhibitoren erfolgreich 
behandelt werden [Genain et al, 1995;Sommer et al, 1995]. Bielekova et al. zeigten 
zudem, dass der PDE4-Hemmer Rolipram die Proliferation und IFN-γ-Sekretion von 
humanen T-Zell-Linien aus MS-Patienten effektiv unterdrückt [Bielekova et al, 2000]. 
Zusammen mit der verminderten TH1-Induktion durch M-DC8+ DC erscheint auch die 
Behandlung von MS mit PDE4-Hemmern Erfolg versprechend. Allerdings wurde 
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noch nicht untersucht, ob M-DC8+ DC an der Pathogenese dieser Erkrankung 
beteiligt sind. 
Weiterhin wurde die Effizienz von Roflumilast auch bei der Behandlung der COPD 
gezeigt [MacIntyre, 2004]. Diese Atemwegs-Erkrankung ist ebenfalls durch ein 
TH1/TH2-Ungleichgewicht zugunsten von TH1 gekennzeichnet.  
 
4.4 Phosphodiesterase 4-Hemmer modulieren die in vitro-
Maturation von M-DC8+ DC und ihre Kapazität zur Stimulation 
allogener T-Zell-Proliferation nicht.  
Unsere Arbeitsgruppe hat kürzlich beschrieben, dass M-DC8+ DC während einer 
kurzen in vitro-Vorkultur die Fähigkeit erlangen, IL-12 und TNF-α in außerordentlich 
großen Mengen zu sekretieren. Während dieser Vorkultur reifen M-DC8+ DC 
phänotypisch aus. Die Charakteristika maturer DC wie die verstärkte Expression von 
CD83, CD80, CD86 sowie von MHC-Molekülen und Adhäsionsstrukturen wurden 
bereits in Kap. 1.1.2 beschrieben. Doch obwohl PDE4-Inhibitoren einen ganz 
erheblichen Einfluss auf die Zytokinproduktion von M-DC8+ DC ausüben, wird die in 
vitro-Ausreifung dieser Zellen nicht signifikant beeinflusst. Um diese Divergenz 
erklären zu können, muss man die Ereignisse einer DC-Maturation auf molekularer 
Ebene verstehen. 
Erst kürzlich gelang es Galgani und seinen Mitarbeitern, den Einfluss von cAMP auf 
die Maturation und die Zytokinsekretion von LPS-stimulierten Mo-DC aufzuklären 
[Galgani et al, 2004]. Diese Gruppe zeigte, dass cAMP die Translokation von NF-κB 
und dessen Bindung an DNA nicht behindert. Daher wird die phänotypische 
Ausreifung von Mo-DC nicht durch erhöhte cAMP-Spiegel beeinträchtigt. Jedoch wird 
die ebenfalls von LPS induzierte Aktivität von Src-Kinasen durch cAMP-abhängige 
PKA unterbunden. Die Hemmung der Src-Kinasen verhindert die Akkumulation der 
Transkriptionsfaktoren IFN regulatory factor (IRF)-1 und c-Jun. Die reduzierte 
Verfügbarkeit von IRF-1 und c-Jun vermindert die Sekretion von TNF-α und IL-12. 
Gleichzeitig phosphoryliert PKA den Transkriptionsfaktor CREB und vermittelt so 
eine verstärkte Transkription von IL-10. 
Die Wirkung cAMP-erhöhender Agentien auf M-DC8+ DC legt nahe, dass sich die 
von Galgani et al. beschriebenen Mechanismen auch auf diese Population nativer 
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Blut-DC übertragen lassen. Die Maturation von M-DC8+ DC findet jedoch ohne 
Zugabe externer Stimuli statt. Zur Aktivierung von NF-κB könnte eine autokrine 
Stimulation durch das proinflammatorische Zytokin TNF-α dienen, welches auch zur 
Aktivierung von in vitro generierten Mo-DC beiträgt. Dieses Zytokin wird in geringem 
Umfang auch von unstimulierten M-DC8+ DC freigesetzt. Unsere Arbeitsgruppe hat 
gezeigt, dass das TNF-α-converting enzyme (TACE) auf der Zelloberfläche von M-
DC8+ DC exprimiert wird und aktiv ist. Die Inhibition dieses Enzyms blockiert die 
Sezernierung von TNF-α in das Kulturmedium und hemmt die Ausreifung von M-
DC8+ DC (Dissertation K. Rückert, in Vorbereitung). Dies ist ein Indiz dafür, dass 
auch die Aktivierung M-DC8+ DC von TNF-α beeinflusst werden könnte. 
Mature M-DC8+ DC besitzen die Kapazität, eine starke Proliferation allogener T 
Zellen zu stimulieren. Die Voraussetzung dafür ist neben der Erkennung von MHC-
Peptid-Komplexen durch den T-Zell-Rezeptor vor allem die Signalübermittlung durch 
kostimulatorische Moleküle wie CD80 und CD86 (s. Kap. 1.1.2.2) 
Die Anwesenheit von PDE4-Inhibitoren während der Vorkultur von M-DC8+ DC hatte 
keinen Einfluss auf die Expression dieser Moleküle. In Übereinstimmung mit diesem 
Befund blieb auch die DC-induzierte Proliferation naiver allogener T-Zellen 
unverändert. Dies deckt sich mit den Resultaten von Untersuchungen an Mo-DC. 
Heysteck et al. [2003] zeigten, dass LPS-stimulierte DC in An- oder Abwesenheit von 
PDE4-Inhibitoren eine vergleichbare T-Zell-Proliferation induzieren. 
Lange Zeit herrschte die Annahme, dass tolerogene DC neben der Sekretion von IL-
10 auch einen immaturen Phänotyp aufweisen [Jonuleit et al, 2001;Moser, 2003]. 
Solche DC lösen nur eine geringe T-Zellproliferation aus, da kostimulatorische 
Moleküle nur in geringer Dichte exprimiert werden. Durch wiederholte Restimulation 
mit unreifen DC können naive TH-Zellen ein regulatorisches Potential erlangen 
[Jonuleit et al, 2000;Steinman et al, 2003]. 
In einer aktuellen Publikation zeigen Spörri und Reis e Sousa [Sporri & Reis e Sousa, 
2005], dass DC, deren Maturation nicht über Toll-like Rezeptoren (TLR), sondern 
durch inflammatorische Mediatoren induziert wurde, nicht in der Lage sind, Effektor-
T-Zellen zu programmieren, obwohl sie eine T-Zellproliferation auslösen. Weder TH1- 
noch TH2-Merkmale konnten durch solchermaßen aktivierte DC hervorgebracht 
werden. Es wird zunehmend klar, dass solche reifen, „unlizenzierten“ DC vermutlich 
Toleranz induzieren können [Akbari & Umetsu, 2004;Stock et al, 2004]. 
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Bakterielle Krankheitserreger wie beispielsweise Bordetella pertussis machen sich 
diese Form der Toleranz-Induktion zunutze. Es konnte im Maus-Modell demonstriert 
werden, dass filamentöses Hämagglutinin (FHA), ein Bestandteil des Erregers, 
sowohl die Maturation von DC als auch eine verstärkte IL-10-Produktion auslöst. Die 
IL-12-Sekretion wird gleichzeitig supprimiert. So entgeht Bordetella pertussis einer 
protektiven TH1-Immunantwort [McGuirk et al, 2002]. 
Möglicherweise könnten demnach auch M-DC8+ DC, die in Anwesenheit von PDE4-
Inhibitoren vorkultiviert wurden, die Programmierung von regulatorischen TH-Zellen 
auslösen. In der vorliegenden Arbeit konnte nur eine verringerte TH1-
Programmierung, aber keine Induktion IL-10-produzierender T-Zellen gezeigt werden 
(s. Kap. 3.7). Dies könnte daran liegen, dass die Versuche zur T-Zell-Polarisation 
durch M-DC8+ DC in Anwesenheit des TLR4-Liganden LPS durchgeführt wurden, 
was die Entstehung einer TH1-Immunantwort begünstigt. Auch könnte durch das 
Waschen der DC vor der Kokultur mit T-Zellen bereits sekretiertes IL-10 entfernt 
worden sein. Möglicherweise prägt IL-10 bereits in einer frühen Phase der DC-T-Zell-
Kokultur die Programmierung naiver T-Zellen. Die Polarisation von TH-Zellen durch 
M-DC8+ DC ohne LPS könnte Aufschluss über die Plastizität der Immunregulation 
durch diese nativen DC geben. 
 
4.5 cAMP trägt entscheidend zur phänotypischen Maturation M-
DC8+ Zellen bei. 
M-DC8+ DC reifen während einer 6-12-stündigen in vitro-Kultur aus. Die weithin als 
Modell dienenden Mo-DC müssen zunächst stimuliert werden, um innerhalb von 24 - 
48 h einen maturen Phänotyp zu entwickeln. Die Aktivierung von Mo-DC kann zum 
Beispiel durch LPS, CD40L oder Kombinationen mehrerer Zytokine (TNF-α, IL-1β, 
IL-6) stattfinden (s. Kap. 1.1.2). Neuere Publikationen weisen auch auf eine 
aktivierende Rolle von cAMP hin. So kann die phänotypische Ausreifung von Mo-
DC durch PGE2, db-cAMP, Cholera Toxin und Pertussis Toxin und Forskolin nicht 
nur verstärkt sondern auch induziert werden [Rieser et al, 1997;Steinbrink et al, 
2000;Bagley et al, 2002a;Bagley et al, 2002b]. Inwieweit cAMP auch eine Rolle bei 
der in vitro-Maturation von M-DC8+ DC spielt, wurde durch die Hemmung der 
Adenylatcyclase (AC)-Aktivität untersucht. 
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Zwei AC-Inhibitoren (SQ22536 und 2’-5’-Dideoxyadenosin (DDA)) erwiesen sich als 
potente Hemmer der in vitro-Maturation von M-DC8+ DC. Die Dichte der 
untersuchten Oberflächenmarker CD83, CD80, CD86, HLA-DR, HLA-ABC, CD54 
und CD58 waren nach 6-stündiger Kultur in Anwesenheit der AC-Inhibitoren 
vergleichbar mit dem Expressionsniveau auf frisch isolierten M-DC8+ DC. Eine 
Ausnahme bildete CD16. Der zunächst stark exprimierte Fcγ-Rezeptor kann nach 
einer 6-stündigen Kultur nur noch in geringem Umfang detektiert werden. In 
Anwesenheit von AC-Inhibitoren war die CD16-Expression nach 6 h ebenfalls stark 
verringert, jedoch deutlich höher als bei unbehandelten M-DC8+ DC. Eine Studie hat 
gezeigt, dass hohe cAMP-Spiegel die Expression von CD16 in humanen 
Makrophagen unterdrücken [Olikowsky et al, 1997]. Es ist denkbar, dass während 
der in vitro-Kultur immer eine Abspaltung des CD16 von der Zelloberfläche 
stattfindet, jedoch ein niedriger intrazellulärer cAMP-Spiegel, wie er in AC-Inhibitor-
behandelten M-DC8+ DC mutmaßlich vorliegt, eine Neoexpression von CD16 erlaubt. 
In unbehandelten Zellen kann man nach längerer Kulturdauer, das heisst, wenn die 
cAMP-Konzentration vermutlich wieder niedrig ist, ebenfalls eine leicht erhöhte 
CD16-Expression nachweisen (unveröffentlichte Beobachtung unserer 
Arbeitsgruppe). 
Die Blockade der CD83-Expression durch AC-Inhibitoren kann durch das cAMP-
Analogon 8-Br-cAMP wieder aufgehoben werden. Zusätzlich wurde gezeigt, dass die 
Expression von CD83 auch durch den PKA-Inhibitor H-89 vermindert werden kann. 
Dies unterstreicht die Bedeutung der Signaltransduktion über cAMP und PKA für die 
Aktivierung von M-DC8+ DC. 
Nachdem ein Beitrag von cAMP zur in vitro-Maturation von M-DC8+ DC 
nachgewiesen werden konnte, ließ sich folgerichtig in unbehandelten kultivierten DC 
ein Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration nachweisen. 
Dieser Anstieg ist transient, nach 2-stündiger Inkubation der Zellen lag die cAMP-
Konzentration wieder auf dem Ausgangsniveau. Vermutlich bilden die Messwerte 
nicht das gesamte Ausmaß der cAMP-Generation ab, denn es muss berücksichtigt 
werden, dass bereits in frisch isolierten M-DC8+ DC PDE4-Aktivität nachgewiesen 
werden kann (s. Kap. 3.2). PDE4 ist meist mit AC und PKA kolokalisiert, sodass 
cAMP schnell wieder inaktiviert werden kann (s. Kap. 1.2). In Mo-DC wurden 
vergleichsweise höhere cAMP-Konzentrationen gemessen. Während jedoch AC in 
M-DC8+ DC offenbar aktiv sind, wurden Mo-DC vor der cAMP-Messung mit Pertussis 
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Toxin aktiviert, was die Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration induziert 
[Bagley et al, 2002b]. 
Damit ergibt sich ein neuer Aspekt der Regulation der DC-Maturation. Offenbar hat 
cAMP nicht nur keinen hemmenden Einfluss auf die Ausreifung, wie von Galgani et 
al. [Galgani et al, 2004] aufgeschlüsselt (s. Kap. 4.4), sondern kann sie auch aktiv 
induzieren. Durch Sequenzstudien wurde nachgewiesen, dass die Promoter-
Bereiche von CD80 und CD86 neben NF-κB-Erkennungsregionen auch cAMP-
responsive elements (CRE) aufweisen, welche Zielstrukturen für den cAMP-
aktivierten Transkriptionsfaktor CREB darstellen [Ardeshna et al, 2000;Fong et al, 
1996]. Obwohl dies für CD83 nicht gilt, zeigten Bagley et al., dass die CD83-
Expression eng mit der intrazellulären cAMP-Konzentration korreliert [Bagley et al, 
2002b]. Auch die Transkription von MHC Klasse II- Genen steht möglicherweise 
unter der Kontrolle des second messengers. In der Promoter-Region des Klasse II-
Transaktivators (CIITA), welcher die Expression dieser Gene reguliert, wurden drei 
CRE-Sequenzen nachgewiesen [van der et al, 2002], ebenso wird möglicherweise 
die Transkription von Genen der MHC Klasse I durch cAMP beeinflusst [Gobin et al, 
2002]. Neueste Daten zeigen, dass auch die Expression von CD54 durch cAMP 
verstärkt wird [Bernot et al, 2005], dagegen ist für CD58 diesbezüglich noch nichts 
bekannt. Wie bereits in Kap. 4.4 diskutiert, scheint die Aktivierung von NF-κB durch 
TNF-α eine wichtige Rolle bei der Ausreifung M-DC8+ DC zu spielen. Möglicherweise 
üben NF-κB-Aktivierung und cAMP synergistische Effekte auf die in vitro- Maturation 
M-DC8+ DC aus. 
Um diese Mutmaßungen zu bestätigen, könnte die Translokation von NF-κB 
beispielsweise durch das Peptid SN50 [Lin et al, 1995] gezielt unterbunden werden, 
um ausschließlich die Wirkung von cAMP analysieren zu können. Allerdings ist 
hierbei zu berücksichtigen, dass die Erforschung der molekularen Basis der DC-
Ausreifung erst am Beginn steht und möglicherweise noch weitere 
Signaltransduktionswege an der Regulation dieses Vorgangs beteiligt sind. 
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4.6 Die Inhibition von Adenylat-Cyclasen hemmt die 
Zytokinproduktion M-DC8+ dendritischer Zellen. 
Während einer kurzen Vorkultur erlangen M-DC8+ DC die Fähigkeit zur Produktion 
von IL-12 sowie einer verstärkten Sekretion von TNF-α und IL-10 nach einer 
Stimulation mit LPS und IFN-γ. Die während dieser Vorkultur stattfindende 
phänotypische Maturation wird durch die Synthese von cAMP induziert. Blockiert 
man die Aktivität von AC wird nicht nur die phänotypische Ausreifung gehemmt, 
sondern auch die Zytokinproduktion von M-DC8+ DC reduziert. 
Die IL-12-Bildung wird bereits in der geringsten getesteten Konzentration der AC-
Hemmer fast vollständig unterdrückt. Auch TNF-α und IL-10 werden Dosis-abhängig 
stark reduziert (s. Kap. 3.13). Dieser Befund deutet darauf hin, dass der beobachtete 
transiente Anstieg von cAMP eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von M-DC8+ DC 
spielt. Durch die deutliche Hemmung der Zytokinproduktion auch bei nur 
vorübergehender Anwesenheit des AC-Inhibitors in der Kultur konnte gezeigt 
werden, dass der Stimulation der Zellen durch LPS und IFN-γ ein transienter cAMP-
Anstieg vorausgehen muss. Die deutlich reduzierte Zytokinproduktion von M-DC8+ 
DC, die vor der Stimulation mit LPS und IFN-γ gewaschen wurden, könnte dadurch 
zu erklären sein, dass eventuell bereits in das umgebende Medium sekretierte 
Faktoren wie beispielsweise TNF-α entfernt wurden. Für die hohe Zytokinproduktion 
ist aber vielleicht gerade die Synergie mehrerer Faktoren notwendig. 
Die Rekonstitution der IL-10-Produktion bei Zugabe des cAMP-Analogons 8-Br-
cAMP zeigte, dass der Effekt der AC-Inhibitoren auf dem Fehlen von cAMP beruht. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Generation von cAMP während der Vorkultur 
die Voraussetzung für die hohe Zytokinproduktion durch M-DC8+ DC nach einer 
LPS/IFN-γ-Stimulation ist. Untermauert wird diese Annahme durch die Resultate, 
welche man erzielt, wenn M-DC8+ DC direkt nach der Isolation mit LPS und IFN-γ 
stimuliert werden, also noch vor der Bildung von cAMP. Derart behandelte DC 
sekretieren ebenfalls kein IL-12(p70), gleichzeitig ist die Bildung von TNF-α und IL-
10 jeweils um etwa 60 % niedriger als bei M-DC8+ DC, die erst nach einer 6-
stündigen Vorkultur stimuliert werden (s. Kap. 3.13). 
Dies bedeutet, dass vor allem die Bildung von IL-12 von einem cAMP-Anstieg 
abhängt. Die starke Inhibition der IL-12-Produktion bereits in Anwesenheit geringer 
Konzentrationen der AC-Inhibitoren deutet zudem darauf ein, dass die cAMP-
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Konzentration möglicherweise einen Schwellenwert überschreiten muss, damit die 
Zellen die „Lizenz“ zur Produktion des Zytokins erhalten. Bislang wurde cAMP jedoch 
ausschließlich eine supprimierende Wirkung auf IL-12 und TNF-α zugeschrieben. Die 
Produktion von IL-12 wird hauptsächlich durch NF-κB vermittelt [Trinchieri, 2003]. Es 
wird allerdings zunehmend klar, dass Modifikationen von NF-κB-Proteinen eine 
wichtige Rolle für die Signaltransduktion spielen. So konnten beispielsweise Li et al. 
demonstrieren [Li & Verma, 2002], dass PKA die Phosphorylierung von Ser276 der 
NF-κB-Untereinheit p65 katalysiert. Erst dadurch wird die effiziente Bindung von p65 
an den Transkriptions-Koaktivator CREB-bindendes Protein (CBP) möglich. In 
jüngster Zeit erhält zudem Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) aufgrund ihrer 
wichtigen Rolle bei der IL-12-Produktion vermehrt Aufmerksamkeit für die Therapie 
von TH1- und TH2-vermittelten Erkrankungen [Fukao & Koyasu, 2003]. PI3K übt 
durch die Hemmung der Aktivität von p38 MAPK eine negative Kontrolle auf die IL-
12-Produktion von murinen DC aus [Fukao et al, 2002]. In einer aktuellen 
Veröffentlichung wurde demonstriert, dass cAMP in B-Zell-Linien PI3K inaktiviert, 
allerdings ist noch nicht geklärt, auf welchem Wege diese Inhibition zustande kommt 
[Smith et al, 2005].  
Um zu untersuchen, ob PI3K auch die IL-12-Produktion von M-DC8+ DC kontrolliert 
und durch den transienten cAMP-Anstieg inaktiviert wird, wäre es interessant, die 
Sekretion des Zytokins nach einer Stimulation frisch isolierter Zellen mit LPS in 
Anwesenheit einen PI3K-Inhibitors zu messen. 
Um herauszufinden, ob ein Schwellenwert der cAMP-Bildung für die Synthese von 
IL-12(p70) tatsächlich existiert, könnte die IL-12-Produktion von M-DC8+ DC unter 
dem gleichzeitigen Einfluss von AC-Inhibitoren und cAMP untersucht werden. Hierzu 
müsste eine Titration von hydrolysierbarem cAMP durchgeführt werden, da nicht-
hydrolysierbare cAMP-Analoga durch die Induktion von IL-10 die IL-12-Produktion 
supprimieren. Darüber hinaus wäre es attraktiv auch die häufig als Modell für DC 
herangezogenen Mo-DC zu untersuchen. Einerseits böte dies die Möglichkeit zu 
überprüfen, ob die hier beschriebene Regulation von IL-12 durch cAMP auch in 
anderen Zellpopulationen vorliegt, andererseits wäre es möglich alleine den Einfluss 
von cAMP zu beurteilen. Da immature Mo-DC ohne die Zugabe externer Stimuli 
inaktiv bleiben, könnte gezielt die Rolle einzelner Substanzen untersucht werden, 
neben cAMP beispielsweise TNF-α. 
 
DISKUSSION 93 
Im Gegensatz zu IL-12 wird die Sekretion von TNF-α und IL-10 nicht vollständig 
unterdrückt. Frisch isolierte M-DC8+ DC exprimieren TNF-α bereits membranständig 
(unveröffentlichte Beobachtung unserer Arbeitsgruppe). Diese schon vorhandenen 
Moleküle könnten auch in Anwesenheit von AC-Hemmern durch TACE in das 
umgebende Medium freigesetzt werden (s. Kap. 4.5). Der Grund für die nur teilweise 
Reduktion von IL-10 ist vermutlich die von LPS induzierte Phosphorylierung des 
Transkriptionsfaktors CREB, welcher an zwei CRE-Sequenzen im Promoterbereich 
von IL-10 binden kann [Kotenko, 2002]. Die Hemmung von IL-10 durch AC- und 
PKA-Inhibitoren deckt sich mit einem Bericht von Eigler et al. [Eigler et al, 1998], wo 
nachgewiesen wurde, dass eine Hemmung der PKA-Aktivität die cAMP-vermittelte 
Steigerung der IL-10-Sekretion von mononukleären Zellen verhindert. 
 
4.7 Flexible und spezifische Initiierung von Immunantworten durch 
M-DC8+ DC in Abhängigkeit von cAMP 
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten vermitteln ein komplexes Bild der Regulation 
von M-DC8+ DC durch den second messenger cAMP. Die Ergebnisse zur Regulation 
von Phänotyp und Zytokinproduktion von M-DC8+ DC durch cAMP sind hier 
nochmals synoptisch abgebildet (Abbildung 4.2). 
Dennoch lassen sich die Ergebnisse mit Hilfe weiterer in unserer Arbeitsgruppe 
gewonnen Einsichten in die Regulation M-DC8+ DC sowie Daten anderer Gruppen in 
einem Gesamtbild der mutmaßlichen Physiologie M-DC8+ DC integrieren (s. 
Abbildungen 4.3-4.5). 
Der zeitliche Ablauf der cAMP-Synthese scheint für die Auslösung einer 
Immunantwort durch M-DC8+ DC bestimmend zu sein. Die hier skizzierte 
mutmaßliche Regulation erlaubt sowohl eine schnelle sensitive Reaktion auf 
bedrohliche Situationen als auch eine gezielte Aktivierung von Antigen-spezifischen 
TH1-Zellen durch IL-12-Sekretion in den lymphatischen Organen. 
Im Blut zirkulierende M-DC8+ DC sind phänotypisch immatur und auch in vitro findet 
in Anwesenheit von Erythrozyten keine Ausreifung statt. Unsere Arbeitsgruppe 
konnte kürzlich zeigen, dass Erythrozyten Zell-Zell-Kontakte zwischen Leukozyten 
und damit die Expression von CD83 verhindern, möglicherweise sind hier Integrin-
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Interaktionen wichtig (Schakel et al., Manuskript in Vorbereitung). So wird vermutlich 
eine verfrühte Aktivierung von M-DC8+ Zellen unterdrückt. 
a) 
 
 
 
0 h 
6 h 
6 h + PDE4-Inhibitor 
6 h + AC-Inhibitor 
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b) 
 
Abbildung 4.2 Synopsis der Einflüsse von Adenylatcyclase- und Phosphodiesterase4-
Inhibitoren auf Phänotyp (a) und Zytokinsekretion (b) von M-DC8+ DC. In a) ist die 
Expressionsdichte verschiedener Zelloberflächenmoleküle frisch isolierter Zellen sowie nach 
6-stündiger Kultur in An – oder Abwesenheit eines PDE4-Inhibitors oder eines AC-Inhibitors 
vergleichend dargestellt. Abbildung b) zeigt schematisch den Verlauf der intrazellulären cAMP-
Konzentration vor der Stimulation mit LPS und IFN-γ und das daraus resultierende 
Zytokinprofil M-DC8+ DC. 
 
Die Rekrutierung von M-DC8+ DC in das geschädigte Gewebe könnte durch den 
Komplementrezeptor C5aR vermittelt werden. Es wurde bereits gezeigt, dass M-
DC8+ DC in der Lage sind, in Richtung eines C5a-Gradienten in Gewebe 
einzuwandern [Schakel et al, 2002]. Während der Emigration aus den Blutgefäßen 
könnte von Bedeutung sein, dass durch den Gαi-gekoppelten C5a-Rezeptor die 
Aktivität von Adenylatcyclasen unterdrückt wird [Braun et al, 2000], möglicherweise 
dient auch dieser Mechanismus dazu, eine vorzeitige Maturation zu verhindern. 
Frisch isolierte M-DC8+ DC oder Zellen, deren AC-Aktivität unterdrückt wurde, 
weisen einen immaturen Phänotyp auf (s. Kap. 3.10). 
Zusätzlich geben Berichte anderer Arbeitsgruppen Hinweise auf eine konstitutive 
Hemmung der IL-12-Produktion durch Gαi-vermittelte Signale [He et al, 2000]. Somit 
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würde verhindert, dass ins Gewebe rekrutierte M-DC8+ DC bereits dort IL-12 
freisetzten. In einem solchen Falle wäre die Spezifität der Immunantwort nicht mehr 
gewährleistet.  
Möglicherweise sekretieren M-DC8+ DC jedoch bereits in diesem Stadium nach 
Kontakt mit Pathogenen TNF-α und stimulieren damit die Zellen der angeborenen 
Immunabwehr. Eine gleichzeitige Produktion von IL-10 könnte dazu beitragen, die 
Immunantwort zu kontrollieren. Ein entsprechendes Zytokinprofil erhält man in vitro, 
wenn man frisch isolierte M-DC8+ DC mit LPS stimuliert oder wenn man die 
Aktivierung der Zellen durch AC-Inhibitoren unterbindet (s. Kap. 3.13). 
Es wäre denkbar, dass solche M-DC8+ DC aufgrund einer strikten Kontrolle der AC-
Aktivität einen immaturen Phänotyp beibehalten und regulatorisches IL-10 
sekretieren. Dies könnte eine Population tolerogener, nur schwach proliferierender T-
Zellen induzieren, wie sie von Jonuleit et al. vorgeschlagen wurden, falls M-DC8+ DC 
in einem solchen Aktivierungszustand überhaupt T-Zellen stimulieren [Jonuleit et al, 
2001]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.3 Mögliche Regulation M-DC8+ 
DC in vivo. M-DC8+ DC könnten 
beispielsweise durch den Komplementfaktor 
C5a aus dem Blut in das Gewebe rekrutiert 
werden. Auf den Kontakt mit Pathogenen 
reagieren M-DC8+ DC in diesem Stadium  
vermutlich mit der Sekretion von TNF-α und 
IL-10. 
 
Möglicherweise könnten pathogene Keime die Aktivierung von DC durch die 
Kontrolle der AC-Aktivität unterdrücken. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass 
DISKUSSION 97 
Bestandteile sowohl des Herpes simplex Virus (HSV) als auch das humane 
Immunschwäche-Virus (HIV) [Muthumani et al, 2005] die Maturation von DC 
beeinträchtigen. Dies könnte zu defizienten Immunantworten beitragen [Servet et al, 
2002] (s. a. Kap. 1.1.2.3). 
 
 
 
Abbildung 4.4 Nach der Einwanderung M-DC8+ DC in das Gewebe könnte die Blockade der AC 
durch die Desensibilisierung der C5a-Rezeptoren aufgehoben werden. Dies würde eine 
phänotypische Maturation M-DC8+ DC ermöglichen. Reife DC wandern dann vermutlich zu den 
regionären Lymphknoten, wo sie auf naive T-Zellen treffen. Persistiert die AC-Stimulation oder 
wird der Abbau von cAMP gehemmt, so führt der erhöhte cAMP-Spiegel in M-DC8+ DC zur 
Ausbildung eines anti-inflammatorischen Zytokinprofils, das möglicherweise in der Induktion 
regulatorischer T-Zellen resultieren könnte. Kursiv gedruckt sind Substanzen, deren Wirkung 
auf M-DC8+ DC noch nicht getestet wurden, die aber durch die Erhöhung intrazellulärer cAMP-
Spiegel auf Mo-DC anti-inflammatorische Wirkung ausüben. 
 
Im geschädigten Gewebe könnten M-DC8+ DC durch die Stimulation von AC 
beispielsweise durch PGE2 oder Adenosin aktiviert werden. Innerhalb weniger 
Stunden könnten M-DC8+ DC daraufhin phänotypisch ausreifen, was die 
DISKUSSION 98 
Voraussetzung für die effiziente Aktivierung naiver T-Zellen in den regionären 
Lymphknoten ist.  
Bleibt der cAMP-Spiegel in M-DC8+ DC erhöht, zum Beispiel durch die Anwesenheit 
großer Mengen von PGE2 im geschädigten Gewebe, so verändert sich nicht der 
Phänotyp wohl aber das Zytokinprofil der DC, wie sowohl für PGE2 als auch PDE4-
Inhibitoren und andere cAMP-erhöhende Agentien in dieser Arbeit beschrieben 
wurde. Durch die vermehrte IL-10-Sekretion wird die Produktion von IL-12 
unterdrückt, weshalb weniger TH1-polarisierte T-Zellen induziert werden. Es ist auch 
gut möglich, dass durch die gesteigerte IL-10-Sekretion regulatorische T-Zellen 
induziert werden (s. Abbildung 4.4 und Kap.4.3). 
 
 
Abbildung 4.5 In unbehandelten Zellen kann der intrazelluläre cAMP-Spiegel nach einem 
initialen Anstieg aufgrund der PDE4-Aktivität wieder sinken. Daraufhin resultiert eine 
Stimulation von maturen M-DC8+ DC beispielsweise durch den Zell-Zell-Kontakt mit T-Zellen 
über CD40/CD40-Ligand in der Sekretion sehr großer Mengen der proinflammatorischen 
Zytokine IL-12(p70) und TNF-α. Dies hat eine präferentielle TH1-Programmierung zur Folge. 
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M-DC8+ DC können nur IL-12 produzieren, wenn sie durch cAMP aktiviert wurden. 
Allerdings muss die Akkumulation des second messengers verhindert werden, was 
im Normalfall durch PDE4 gewährleistet wird (s. Abbildung 4.2b). So kommt es zwar 
zu einem cAMP-Anstieg, doch ist dieser transienter Natur. Erst dann erhalten M-
DC8+ DC die „Lizenz“ große Mengen von IL-12(p70 und) TNF-α zu produzieren. IL-
12 trägt entscheidend zur Programmierung IFN-γ-sekretierender TH1-Zellen bei 
(Abbildung 4.5 und Kap. 13.7). 
Das hier beschriebene Schema der Regulation von M-DC8+ DC durch cAMP erlaubt 
eine sehr flexible Reaktion dieser Zellen auf das externe Milieu, in dem sie aktiviert 
werden, und somit die Initiierung einer adäquaten Immunantwort. Dieses Modell stellt 
die tatsächlichen Verhältnisse stark vereinfacht dar und wird in dieser reinen 
Ausprägung in vivo wohl nur in den seltensten Fällen vorkommen. Zu den Faktoren, 
die die Funktion von M-DC8+ DC beeinflussen könnten, zählen das Zytokinmilieu, in 
dem die Aktivierung der Zellen stattfindet sowie die Qualität der TLR-Stimulation und 
die Interaktion mit weiteren Zellpopulationen am Ort der Gewebeschädigung. 
Trotz dieser Einschränkungen scheint die Induktion spezifischer Immunantworten 
durch M-DC8+ DC entscheidend durch die Kinetik der intrazellulären cAMP-
Konzentration geprägt zu sein. Der Einblick in die Regulation nativer DC durch den 
second messenger könnte auch zum Verständnis von Erkrankungen beitragen, an 
deren Pathogenese DC beteiligt sind. 
Interessant ist beispielsweise, dass TH2-dominierte Krankheiten häufig durch eine 
erhöhte PDE4-Aktivität gekennzeichnet sind [Sawai et al, 1998;Spina, 2003] Es wird 
vermutet, dass eine Erhöhung der PDE-Aktivität eng mit einer Prädisposition für 
respiratorische Atopie korreliert ist und nicht durch entzündliche Reaktionen 
ausgelöst wird [Sawai et al, 1998]. Wie bereits anhand der unterschiedlichen PDE4-
Aktivitäten von Monozyten und M-DC8+ DC diskutiert (s. Kap. 4.2), verhindert eine 
hohe PDE4-Aktivität möglicherweise die notwendige Aktivierung von Zellen durch 
cAMP, weshalb es nicht zur Bildung von IL-12 kommt. Zudem ist bei niedrigen 
cAMP-Konzentrationen auch die IL-10-Produktion verringert. Da IL-12 als 
Gegenspieler für TH2-Immunantworten wegfällt, könnte es dann zur präferentiellen 
Induktion von TH2-polarisierten T-Zellen kommen. 
Auch bei Krankheiten, die TH1-vermittelt sind gibt es Hinweise, dass der cAMP-
Signaltransduktionsweg gestört ist. So wurden in PBMC von Patienten mit 
rheumatoider Arthritis eine geringere Expression und Aktivität von G-Protein-
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gekoppelten Rezeptoren nachgewiesen [Lombardi et al, 1995]. Darüber hinaus 
weisen T-Lymphozyten von SLE-Patienten eine defiziente PKA-Aktivität auf 
[Laxminarayana et al, 1999]. Bei diesen TH1-dominierten Krankheiten ist die cAMP-
Signaltransduktion daher vermutlich nur schwach ausgeprägt, aber ausreichend, um 
die Produktion von IL-12 erlauben. Jedoch könnte die Induktion von regulatorischem 
IL-10 zu schwach sein, um als Gegengewicht zur TH1-Antwort die Immunreaktion zu 
kontrollieren. 
Die Annahme, dass TH1- und TH2-dominierten Krankheiten eine abnormale cAMP-
Signaltransduktion in DC zugrunde liegt, geht allerdings von einigen 
Voraussetzungen aus, die noch nicht endgültig geklärt sind. So sind M-DC8+ DC 
zwar die größte Population von Blut-DC und DC sind die einzigen Zellen, die naive 
TH-Zellen programmieren können (s. Kap. 1.1), doch inwieweit M-DC8+ DC 
tatsächlich an der Pathogenese der genannten Erkrankungen beteiligt sind, muss 
noch untersucht werden. Auch kann anhand der hier durchgeführten Analysen keine 
Aussage darüber getroffen werden, ob die Regulation von IL-12 einem allgemein 
gültigen Prinzip unterliegt oder in anderen Zellpopulationen anders kontrolliert wird. 
Die sehr sensitive  Regulation von IL-12 unterstreicht jedoch die Bedeutung dieses 
Zytokins für gerichtete Immunantworten. 
Ebenso ist zu bedenken, dass hier nur die Regulation der Zytokine IL-12, TNF-α und 
IL-10 beurteilt wurde. Daneben gibt es jedoch noch zahlreiche andere Zytokine, 
Chemokine und weitere Botenstoffe, deren Wechselwirkungen in diesem 
vereinfachten Modell nicht untersucht wurden. Auch die gegenseitige Beeinflussung 
mehrerer Zellpopulationen konnte nur in geringem Umfang berücksichtigt werden. 
Ein einfacher Ansatz zur Überprüfung der vorgestellten Hypothese könnte 
beispielsweise die vergleichende Untersuchung der Zytokinproduktion und der 
phänotypischen Ausreifung von M-DC8+ DC von gesunden Spendern sowie 
Patienten mit TH1- beziehungsweise TH2-vermittelten Erkrankungen sein. 
Weiterführend könnten auch PDE4-Aktivität und cAMP-Konzentration gemessen 
werden.  
Wichtig wäre jedoch vor allen Dingen eine Analyse, ob M-DC8+ DC bei solchen 
Erkrankungen eine Rolle spielen. Die Ermittlung der Häufigkeit von M-DC8+ DC in 
den betroffenen Organen könnte hier einen ersten Hinweis geben. 
Derzeit wird untersucht, inwieweit M-DC8+ DC tatsächlich an der Pathogenese von 
Erkrankungen wie beispielsweise dem bullösen Pemphigoid der Haut beteiligt sind. 
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Eine weitere Charakterisierung von M-DC8+ DC wird zum Verständnis der Bedeutung 
dieser Zellen beitragen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss des second messenger cAMP auf die funktionelle 
Plastizität von M-DC8+ DC untersucht. Der Oberflächenmarker M-DC8 definiert eine 
zunächst im Blut beschriebene Population von dendritischen Zellen (DC), die unter 
anderem auch in ekzematären Hauterkrankungen nachgewiesen werden können. 
Nach ihrer Isolation aus dem Blut erlangen M-DC8+ DC während einer kurzen Kultur 
ex vivo einen maturen CD83+CD80+CD86hi HLA-DRhi Phänotyp. Sie produzieren, 
nach einer Stimulation mit LPS, das den Toll-like Rezeptor (TLR) 4 aktiviert, sowie 
IFN-γ, deutlich höhere Mengen der proinflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-α 
als andere DC-Population oder Monozyten. Dies resultiert in einer Programmierung 
deutlich TH1-dominierter T-Zellantworten. Aufgrund der stark proinflammatorischen 
Charakteristika könnten M-DC8+ DC an der Pathogenese entzündlicher Krankheiten 
beteiligt sein. 
Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Konzentration zur Suppression der proinflammatorischen Zytokinproduktion führt, 
während die Sekretion des anti-inflammatorischen IL-10 verstärkt wird. Als 
wichtigstes cAMP-hydrolysierendes Enzym in Immunzellen gilt Phosphodiesterase 
(PDE) 4. In M-DC8+ DC wurde PDE4-Aktivität nachgewiesen, die niedriger als in 
CD14+ Monozyten war. Des Weiteren zeigte eine RT-PCR, dass der PDE4A-Subtyp 
von M-DC8+ DC am stärksten exprimiert wird, gefolgt von 4B und 4D, während 4C 
nicht detektiert werden konnte. 
Zur Erhöhung intrazelllulärer cAMP-Konzentrationen wurden daraufhin die PDE4-
spezifischen Inhibitoren AWD12-281 und Roflumilast verwendet, deren klinische 
Effizienz zur Behandlung von Asthma und der chronischen obstruktiven 
Atemwegserkrankung (COPD) bereits belegt ist. Beide Erkrankungen sind von 
chronischen oder rezidivierenden Entzündungen gekennzeichnet. Maximal mit LPS 
und IFN-γ stimulierte M-DC8+ DC zeigten in Gegenwart von AWD12-281 oder 
Roflumilast eine um 90 % reduzierte Produktion von IL-12(p70), die TNF-α-
Freisetzung war unter diesen Bedingungen um 60 % verringert. Parallel hierzu war 
eine Steigerung der IL-10-Produktion um etwa das Doppelte zu beobachten. Diese 
starken Effekte konnten nur erzielt werden, wenn die PDE4-Inhibitoren bereits zu 
Beginn der Kultur anwesend waren. Die IL-12-Hemmung konnte in Gegenwart eines 
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blockierenden monoklonalen α-IL-10-Rezeptor-Antikörpers wieder aufgehoben 
werden. 
Wurden PDE4-Inhibitor-vorbehandelte DC für die Programmierung naiver allogener 
T-Zellen verwendet, war die IFN-γ-Produktion der T-Zellen nach Restimulation 
deutlich verringert, wohingegen die IL-4- und IL-10-Sekretion gleich bleibend niedrig 
war. Durch eine intrazelluläre Färbung von IFN-γ und IL-4 konnte dieses Resultat auf 
Einzelzell-Ebene bestätigt werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass PDE-4-
Inhibitoren nicht nur für TH2-vermittelte Erkrankungen, sondern auch für TH1-
dominierte Indikationen wie Multiple Sklerose oder Morbus Crohn von Nutzen sein 
könnten. 
Die deutliche Veränderung des Zytokinprofils von M-DC8+ DC beruhte nicht auf einer 
Modulation der phänotypischen Ausreifung durch die Akkumulation von cAMP 
während der Vorkultur. Dies zeigten FACS-Analysen der Expression 
kostimulatorischer Moleküle sowie von MHC-Molekülen und Adhäsionsmolekülen. 
Die Anwesenheit von AWD12-281 während der in vitro-Ausreifung hatte keinen 
Einfluss auf die Kapazität von M-DC8+ DC die Proliferation allogener CD4+CD45RA+ 
T-Zellen zu stimulieren. 
Die duale Funktion von cAMP für die Regulation M-DC8+ DC wurde im zweiten Teil 
der Arbeit deutlich. Hier wurde untersucht, wie sich die Blockade der cAMP-Synthese 
auswirkt. 
Durch zwei unterschiedliche AC-Inhibitoren, 2’,5’-Dideoxyadenosine (DDA) und 
SQ22536, konnte die in vitro-Maturation von M-DC8+ DC deutlich gehemmt werden. 
Anhand von Rekonstitutionsexperimenten wurde gezeigt, dass die Effekte auf ein 
Fehlen von cAMP zurückzuführen sind. Innerhalb von 2 h nach der Isolation stieg die 
cAMP-Konzentration in unbehandelten M-DC8+ DC zunächst an und fiel dann wieder 
auf das Ausgangsniveau ab. Die LPS/IFN-γ-induzierte Zytokinproduktion war in 
Anwesenheit von AC-Inhibitoren stark vermindert. Die Sekretion von IL-12 wurde 
bereits bei geringen Inhibitor-Konzentrationen nahezu vollständig blockiert. Auch 
TNF-α sowie das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 wurden effizient gehemmt. 
Es zeigte sich, dass M-DC8+ DC erst nach einer transienten  cAMP-Erhöhung in der 
Lage sind, IL-12 freizusetzen. Eine derartige Regulation der IL-12-Produktion ist für 
andere Zellpopulationen bisher noch nicht beschrieben worden. 
Proteinkinase (PK) A ist ein wichtiger Mediator von cAMP-induzierten Prozessen. 
Analog zur Blockade der cAMP-Synthese durch AC-Inhibitoren resultierte auch die 
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Hemmung von PKA in einer reduzierten Expression des DC-Maturationsmarkers 
CD83 und einer verringerten Zytokinproduktion. 
Zusammenfassend gibt diese Arbeit am Beispiel nativer humaner DC Anhalt für ein 
neues Konzept der immunregulatorischen Funktion von cAMP. Hierbei ist cAMP 
wesentlich an der initialen Ausreifung der DC beteiligt, welche es M-DC8+ DC 
ermöglicht sehr große Mengen IL-12 und TNF-α zu sekretieren, während eine 
langfristige cAMP-Erhöhung die proinflammatorischen Effektorfunktionen dieser 
Zellen inhibiert.  
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